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1.1 Die dendritische Zelle als zentrale Schaltstelle des Immunsystems 
Die dendritische Zelle (DC) wurde als solche erstmals 1973 in der Milz von Mäusen be-
schrieben und morphologisch aufgrund der astartigen Ausläufer der Zellmembran (grie-
chisch dendros: Baum) benannt (Steinman and Cohn 1973). Erst ab Mitte der Achtziger Jah-
re stellte man fest, dass die schon 1868 von Langerhans beschriebenen und nach ihm be-
nannten Langerhanszellen der Haut zusammen mit den DC zu einer gemeinsamen Zellfa-
milie, nämlich den antigenpräsentierenden Zellen (antigen presenting cells, APC), gehören 
(Schuler et al. 1985; Steinman 1991). 
Doch erst nachdem man Methoden gefunden hatte, DC in relativ großer Menge aus Zellen 
des peripheren Blutes zu generieren (Inaba et al. 1992), konnte man diese Zellen genauer 
charakterisieren. Man erkannte schließlich, dass DC in ihrer Eigenschaft als antigenpräsen-
tierenden Zellen eine wichtige Schlüsselrolle im Immunsystem spielen (Banchereau and 
Steinman 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Dendritische Zellen (DC) im Phasenkontrastmikroskop. Gut zu erkennen sind die 
charakteristischen astartigen Ausläufer der Zellmembran, die der DC ihren Namen gaben. Abbildung aus dem 
Labor Prof. Endres. 
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1.1.1 Dendritische Zellen und ihre Rolle im Immunsystem 
Das Immunsystem besteht aus einem Zusammenspiel nicht antigenspezifischer, angebore-
ner Immunität mit antigenspezifischer, erworbener Immunität. Wichtige Komponenten 
des angeborenen Immunsystems sind Phagozyten, Natürliche Killer-Zellen (NK-Zellen), 
Komplementsystem und Interferone. Die Zellen des angeborenen Immunsystems können 
Pathogene aufgrund charakteristischer molekularer Muster rasch erkennen und das Gefah-
rensignal an Zellen des erworbenen Immunsystems weitergeben (Matzinger 1994). Im er-
worbenen Immunsystem ist es möglich, viele verschiedenene Antikörper zu bilden und ein 
immunologisches Gedächtnis zu etablieren. Dieses hochkomplizierte System braucht eine 
regulierende Instanz, die antigenpräsentierenden Zellen (APC).  
Dabei können nur DC in ihrer Eigenschaft als antigenpräsentierende Zellen primäre Im-
munantworten induzieren und so zur Ausbildung des immunologischen Gedächntnisses 
führen (Steinman 1991; Hart 1997; Banchereau and Steinman 1998). DC in ihrer Vermitt-
lerstellung zwischen angeborener und erworbener Immunität können, wie die Zellen des 
angeborenen Immunsystems, Pathogene erkennen und eine antigenspezifische Immunant-
wort induzieren.  
DC sind in nahezu allen Geweben des Körpers vorhanden, sie arbeiten als Schaltstelle zwi-
schen äußerer Welt und den Effektorzellen des Immunsystems: Ständig nehmen die (noch 
inaktiven, auch noch nicht dendritisch aussehenden) Zellen Bestandteile ihrer Umgebung 
durch Endozytose oder Phagozytose auf und analysieren somit ihre Umwelt (Albert et al. 
1998; Mellman and Steinman 2001). Die DC ist dabei in der Lage, exogene Antigene in 
Verbindung mit MHC-Komplexen zu präsentieren, sogar ohne diese vorher aufzunehmen 
(Santambrogio et al. 1999; Davoust and Banchereau 2000). 
Sind im Gewebe Gefahrensignale vorhanden, so ist die DC in einzigartiger Weise dafür 
ausgestattet, diese wahrzunehmen: sie trägt auf ihrer Zelloberfläche multiple Rezeptoren 
und ist somit in der Lage, Gewebsschädigung, Eindringen von Bakterien oder Viren und 
Auftreten von Tumorzellen als Gefahrensignal zu detektieren. Geschieht dies, verändert 
sich die DC in dramatischer Weise. 
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Hat sie bisher Bestandteile aus ihrer Umgebung aufgenommen, in ihrem Inneren prozes-
siert und an MHC-Moleküle gebunden, verändert sich nun ihre Oberflächenstruktur, es 
bilden sich dendritische Zellausläufer, es werden bestimmte Oberflächenmoleküle expri-
miert und Zytokine ausgeschüttet; die an MHC gebundenen Antigene werden auf der Zell-
oberfläche präsentiert (Stockwin et al. 2000).  
Gelangen diese aktivierten DC in den Lymphknoten und treffen auf Lymphozyten, werden 
diese Lymphozyten gegen das präsentierte Antigen aktiviert und wandern aus dem Lymph-
knoten in den Körper, um dort ihre Arbeit als Effektorzellen des Immunsystems aufzu-
nehmen (vgl. Abbildung 2). Es wird angenommen, dass DC bestimmte Zytokine sezernie-
ren, die es ihnen ermöglichen, gerade mit naiven T-Zellen zu interagieren (Adema et al. 
1997).  
DC sind jedoch auch in der Lage, Toleranz gegen bestimmte Antigene zu induzieren, in-
dem diese ohne die kostimulatorischen Moleküle den T-Zellen präsentiert werden (Adler et 
al. 1998; Steinman et al. 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Lebenszyklus dendritischer Zellen. Unreife DC kommen in Kontakt mit Gefahrensigna-
len (▲), reifen aus und wandern in den Lymphknoten und präsentieren das aufgenommene Antigen den dort ansäs-
sigen Lymphozyten. Diese werden aktiviert und wandern als Effektorzellen des Immunsystems aus dem Lymphkno-
ten. Eigene Abbildung nach (Banchereau and Steinman 1998). 
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1.1.2 Dendritische Zellen im Einsatz 
Diese einzigartigen Fähigkeiten machen die DC zu einer äußerst interessanten Figur für alle 
Bereiche des Immunsystems; sei es die Therapie von bakteriellen oder viralen Infektionen, 
gegen die man eine Immunantwort induzieren möchte, oder von Autoimmunerkrankun-
gen, wo DC aufgrund ihrer Fähigkeit, Toleranz gegen Antigen zu induzieren, bedeutend 
sind. Doch gerade auch für die Therapie von Tumoren werden die Möglichkeiten von DC 
genutzt, geht es dabei doch darum, das Immunsystem, das durch verschiedenste Escape-
Mechanismen der Tumore unterwandert wird, dazu zu bringen, das Tumorantigen wieder 
also solches zu erkennen und somit eine effektive Immunantwort möglich zu machen.  
DC werden dabei meist als Vakzine eingesetzt. Für die Herstellung einer Vakzine in vitro 
müssen zunächst DC generiert werden (z.B. beim Menschen aus monozytären Zellen des 
peripheren Blutes, bei der Maus aus Knochenmarksvorläuferzellen). Anschließend präsen-
tiert man  inaktiven DC das Antigen, gegen das man eine Immunantwort induzieren möch-
te: inaktivierte (z.B. bestrahlte) Tumorzellen, Tumorzell-Lysate (Fields et al. 1998; Nestle et 
al. 1998) oder Tumorpeptide (Celluzzi et al. 1996; Alters et al. 1998; Dalyot-Herman et al. 
2000) werden von DC aufgenommen, prozessiert und an MHC gebunden. Alternativ kann 
auch mit RNA gearbeitet werden (Boczkowski et al. 1996; Gilboa et al. 1998). 
Nun ist es wichtig, dass die DC aktiviert werden; das kann beispielsweise durch endogene 
Signale aus nekrotischen Zellen (Gallucci et al. 1999; Sauter et al. 2000), Zytokine wie 
TNF-α (Brunner et al. 2000), durch aktivierte T-Zellen (Caux et al. 1994), LPS (Behboudi 
et al. 2000), bakterielle DNA (Sparwasser et al. 1998) oder virale Doppelstrang-RNA (Cella 
et al. 1999) geschehen. Erst durch die Aktivierung, also die Präsentation eines Gefahrensi-
gnals, bringt man die DC dazu, aufgenommenes Antigen auf ihrer Oberfläche zu präsentie-
ren und eine Immunantwort gegen dieses Antigen zu induzieren. Nicht aktivierte, also un-
reife, DC können sogar zu Toleranz führen (Dhodapkar et al. 2001). 
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Abbildung 3: Aktivierung von dendritischen Zellen. DC nehmen ständig Antigen (z.B. Viren, Tu-
morzellen, Peptide) aus ihrer Umgebung auf. Erst durch die Aktivierung (z.B. durch Pathogene, Zytokine, T-
Zellen, virale Doppelstrang-RNA) reifen die DC und präsentieren das Antigen auf ihrer Oberfläche. Eigene Ab-
bildung. 
 
Die durch die Vakzine induzierte Antitumor-Immunantwort sollte nicht nur durch die Be-
obachtung einer klinischen Antwort, sondern auch durch immunologisches Monitoring 
nachgewiesen werden.  
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1.1.3 Dendritische Zellen und die antitumorale Immunantwort 
Wie funktioniert die antitumorale Immunantwort? Tumorzellen können durch T-Zellen 
erkannt und zerstört werden (Boon et al. 1994), allerdings müssen die T-Zellen vorher ak-
tiviert werden. DC können T-Zellen durch die entsprechende Präsentation von Tumoran-
tigen auf ihrer Oberfläche so primen, dass die Erkennung und Zerstörung von Tumorzel-
len möglich wird (Celluzzi et al. 1996).  
DC-Vorläufer können über sog. Pattern recognition receptors (PRR) die Pathogen associated molecu-
lar patterns (PAMP) der Tumorzelle erkennen und reagieren mit einer Ausschüttung von 
Zytokinen wie IFN-α, wodurch Immunzellen aktiviert werden, die den Tumor angreifen. 
Noch unreife DC können Tumorantigen aufnehmen, das sie auf ihrem weiteren Weg zur 
reifen DC auf der Oberfläche präsentieren. Dadurch werden CD4- und CD8-positive T-
Zellen aktiviert, beide notwendig zu einer effektiven Tumorantwort (vgl. Abbildung 4). In 
der DC-T-Zell-Interaktion spielen vor allem CD40/CD40L (Diehl et al. 2000; Kelleher 
and Beverley 2001) sowie verschiedene Zytokine wie IL-21 (Kasaian et al. 2002) oder IL-16 
(Kaser et al. 1999) eine wesentliche Rolle.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4: Wirkung von dendritischen Zellen bei der antitumoralen Immunantwort. DC-
Vorläufer aktivieren Immunzellen, die den Tumor angreifen. Durch Aufnahme und Präsentation von Tumorantigen 
werden naive T-Zellen aktiviert. Eigene Abbildung. 
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CD4-Zellen können im Gegensatz zu CD8-Zellen Antigen nur dann erkennen, wenn es 
von antigenpräsentierenden Zellen präsentiert wird; für die Orchestrierung der zytotoxi-
schen CD8-Zellen sind sie wesentlich. CD4-Zellen unterstützen das Ausmaß und die Dau-
er der Aktivität zytotoxischer T-Zellen, auch sind sie notwendig für die Infiltration eines 
Tumors mit CD8-Zellen (Marzo et al. 2000; Surman et al. 2000). Unter den CD4-positiven 
T-Zellen (oder Helferzellen) unterscheidet man nach ihrer Funktion Th1- und Th2-Zellen.  
Die Bildung von Th1-Zellen, die eher dem spezifischen (oder erworbenen) Teil des Im-
munsystems zugeordnet werden, wird durch den Einfluss von IL-12, das z.B. von aktivier-
ten DC produziert wird (Heufler et al. 1996) und IFN-γ induziert; diese Zytokine hemmen 
auch gleichzeitig die Entstehung von Th2-Zellen. Th1-Zellen wiederum produzieren ihrer-
seits IL-2, IFN-γ, TNF und Lymphotoxin und induzieren zell-mediierte Immunantworten.  
Th2-Zellen entstehen hingegen vor allem unter IL-4-Einfluss und sezernieren ihrerseits die 
Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10. Sie sind dem humoralen Anteil des Immunsystems zuge-
ordnet und induzieren Proliferation und Differenzierung von B-Zellen.  
Die Differenzierung in Th1- oder Th2-Zelle geschieht durch das Priming und ist abhängig 
von einer Vielzahl von Faktoren. Einer dieser Faktoren ist, wie oben beschrieben, die Zy-
tokin-Umgebung, andere Möglichkeiten sind Peptidliganden, unterschiedliche Antigen-
Dosen und unterschiedliche kostimulatorische Signale (Constant and Bottomly 1997; De-
lespesse et al. 1999). 
Essentiell für eine antitumorale Immunantwort ist die Induktion einer Th1-basierten Im-
munantwort; DC mit ihrer Fähigkeit, IL-12 zu produzieren, nehmen dabei eine wichtige 
Stellung ein. 
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1.2 CpG-Oligonukleotide – Immunstimulatorische DNA 
Bis vor kurzem wurde die DNA, aufgebaut aus Nukleotiden, lediglich als Speichermedium 
der Erbinformation betrachtet; jedoch können DNA-Sequenzen auch wichtige funktionelle 
Rollen im Immunsystem erfüllen.  
1.2.1 Historischer Überblick 
Schon aus dem 18. Jahrhundert gibt es vereinzelt Berichte darüber, dass infektiöse Erkran-
kungen in einigen Fällen zur Regression maligner Tumoren führten. Der New Yorker Chi-
rurg William Coley begann 1891, nachdem er zu seiner Überraschung beobachtet hatte, 
dass sich unter dem Einfluss einer bakteriellen Infektion im Bereich eines Sarkoms der 
Tumor zurückgebildet hatte, mit einer sytematischen Untersuchung dieses Phänomens. Die 
lokale Injektion von Bakterien bzw. bakteriellen Lysaten war bei einem Teil der Tumorpa-
tienten erfolgreich, die Sarkome bildeten sich zurück (Coley 1991; Wiemann and Starnes 
1994). Nach dieser ersten erfolgreichen Immuntherapie von Tumoren rückte der Ansatz in 
der Folgezeit jedoch wieder in den Hintergrund: Die Ergebnisse von William Coley ließen 
sich nicht bestätigen (was wohl zu einem guten Teil an der fehlenden Standardisierbarkeit 
von bakteriellen Lysaten lag), und andere tumortherapeutische Verfahren wie die Chirurgie 
und die aufkommende Strahlentherapie gewannen vermehrt an Bedeutung. 
In der Zwischenzeit konnte sich bei der Therapie von Tumoren der Harnblase die Anwen-
dung von attenuierten Mykobakterien (Bacille Calmette-Guérin, BCG) etablieren (Alexandroff 
et al. 1999), und auch zur Rezidivprophylaxe bei Kolonkarzinom wurde BCG in Verbin-
dung mit bestrahlten Tumorzellen erfolgreich eingesetzt (Vermorken et al. 1999; Harris et 
al. 2000). Als man das Lysat von BCG genauer untersuchte, stellte sich heraus, dass es die 
DNA-Fraktion war, welche therapeutisch aktiv war (Tokunaga et al. 1984; Yamamoto et al. 
1988). Es zeigte sich auch, dass bakterielle DNA beispielsweise murine Lymphozyten sti-
mulieren konnte (Messina et al. 1991). 1992 konnte nachgewiesen werden, dass zwar die 
bakterielle DNA, nicht jedoch die DNA von Wirbeltieren immunstimulatorische Aktivität 
aufweist; als aktive Sequenzen konnten sogenannte Palindromsequenzen (spiegelbildliche 
Sequenzen um ein zentrales Cytidin-Guanosin-Dinukleotid) identifiziert werden 
(Yamamoto et al. 1992).  
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In der Folge erkannte man jedoch, dass das CpG-Motiv (das p steht dabei für die Phos-
phatbindung) das eigentliche Substrat der immunstimulatorischen Wirkung darstellt und 
Palindromsequenzen nicht notwendig sind (Krieg and Stein 1995; Ballas et al. 1996; Krieg 
1996). 
1.2.2 Wirkung von CpG im Immunsystem 
Die Unterschiede zwischen bakterieller und Vertebraten-DNA waren schon länger be-
kannt; möglicherweise werden CpG-Motive vom Vertebraten-Immunsystem als Erken-
nungsmerkmal für bakterielle DNA benutzt. CpG-Motive finden sich in bakterieller DNA 
in einer Frequenz von 1:16, während in Vertebraten-DNA die Frequenz bei lediglich 1:60 
liegt; darüber hinaus sind die in Vertebraten-DNA vorhandenen CpG-Motive zu über 80% 
am Cytosin methyliert, während sich in bakterieller DNA keine Methylierungen finden. Die 
immunstimulatorische Wirkung von CpG-Oligonukleotiden wird konsequenterweise durch 
Methylierung am Cytosin reduziert (vgl. Abbildung 5). 
Abbildung 5: Unterschiede zwischen bakterieller und Vertebraten-DNA.  
 Bakterielle DNA Vertebraten-DNA 
Methylierung am Cytosin des CpG keine  80%  
Häufigkeit von CpG-Motiven 6,25% (1:16) 1,7% (1:60) 
 
Unmodifizierte Oligodesoxynukleotide (ODN) werden durch Nukleasen rasch abgebaut, 
so dass eine chemische Modifikation notwendig wird. Durch die Phosphorothioat-
Modifikation (wobei ein nicht an der Bindung beteiligtes Sauerstoffatom der Phosphat-
gruppe durch ein Schwefelatom ersetzt wird) ist es möglich, Oligonukleotide mit CpG-
Motiven in vivo anzuwenden.  
Vom Immunsystem werden CpG-Motive als molekulares Muster für intrazelluläre Bakteri-
en oder Viren erkannt. Eine wichtige Rolle dabei spielen Toll-like Rezeptoren (TLR), eine 
Familie von phylogenetisch konservierten Transmembran-Proteinen. TLR sind Mediatoren 
des angeborenen Immunsystems und für die Erkennung Pathogen-assoziierter Liganden 
(z.B. LPS, Lipoproteine, Peptidoglykane, virale RNA, Hitzeschockproteine) und die fol-
gende Zell-Aktivierung zuständig. Die CG-Motive der CpG-ODN werden von TLR-9 
erkannt, und die Wirkung über den NF-kappaB-Signalweg vermittelt (Hemmi et al. 2000; 
Bauer et al. 2001; Takeshita et al. 2001; Cornelie et al. 2004).  
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Es kommt konsekutiv zu einer T-Zell-Antwort vom Th1-Typ (Bildung von IL-12 und 
IFN-γ), die bei der Elimination von infizierten körpereigenen Zellen oder auch von Tu-
morzellen von Bedeutung ist (Chu et al. 1997; Heeg et al. 1998; Krieg et al. 1998; Parronchi 
et al. 1999; Chu et al. 2000). Diese Mustererkennung erfolgt durch die darauf spezialisierten 
DC, die die T-Zell-Antwort induzieren (Hartmann et al. 1999). Jedoch nicht nur DC, son-
dern auch andere Zellen des angeborenen Immunsystems wie Monozyten und Makropha-
gen werden durch CpG-Motive aktiviert. B-Zellen als Teil des spezifischen Immunsystems 
werden durch CpG-DNA direkt stimuliert. Dabei führen CpG-Motive zu einer polyklona-
len Proliferation von B-Zellen, die Antikörperproduktion wird stimuliert (Krieg et al. 1995; 
Krieg 1999; Hartmann and Krieg 2000). Zudem kommt es zu einem Wechsel der Immun-
globulin-Isotypen zu Formen, die für die Abwehr von infizierten Zellen besonders geeignet 
sind; in der Maus ist dies IgG2a (Chu et al. 1997). NK-Zellen und T-Zellen werden sekun-
där über die Zytokinsynthese von Zellen des angeborenen Immunsystems (zum Beispiel 
IL-12, INF-α, TNF-α ) kostimuliert (Ballas et al. 1996), und die Produktion von IFN-γ 
durch NK-Zellen induziert (Cowdery et al. 1996; Chace et al. 1997); vgl. Abbildung 6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6: Wirkung von CpG-ODN im Immunsystem. CpG werden als Muster einer mikrobiellen 
Infektion erkannt, was zur Induktion einer Th1-gewichteten Immunantwort führt. Monozyten und Makrophagen 
werden durch CpG-Motive aktiviert. CpG-Motive führen zu einer Stimulation von B-Zellen. NK-Zellen und T-
Zellen werden über Zytokinsynthese von Zellen des angeborenen Immunsystems (z.B. IL-12, IFN-α) kostimuliert. 
Eigene Abbildung. 
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Infolge dieser multimodalen Beeinflussung des Immunsystems durch CpG mit der Imitati-
on des Gefahrensignals einer bakteriellen Infektion kommt es zu einer koordinierten Im-
munantwort, wie sie zur erfolgreichen Abwehr von mikrobiellen Eindringlingen erforder-
lich ist.  
Aufgrund der immunstimulatorischen Wirkung von DNA mit CpG-Motiven werden viel-
fältige Einsatzmöglichkeiten in unterschiedlichen Gebieten untersucht (vgl. Abbildung 7).  
Therapeutische Ansätze mit CpG-ODN  
Tumoren Infektionen Allergien Gentherapie 
Aktivierung von DC in 
vitro 
Vakzineadjuvans von 
Tumorantigen 
Adjuvans monoklonaler 
Antikörper 
Therapie NK-sensitiver 
Tumoren 
Vakzineadjuvans gegen 
Viren/ intrazelluläre  
Erreger 
Prophylaxe/Therapie von 
intrazellullären Erregern 
Therapie von chroni-
schen Infektionen (HIV) 
Induktion einer Th1-
Antwort 
Adjuvans bei Desensibi-
lisierung 
Erhöhung des Gehalts 
an CpG-Motiven bzw. 
Deletion von CpG-
Motiven in bakteriellen 
Plasmiden und viralen 
Vektoren 
Abbildung 7: Immuntherapie mit CpG-ODN. 
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1.3 Therapie des Kolorektalen Karzinoms  
In der Therapie von Tumoren haben sich bisher chirurgische Therapie, Chemotherapie 
und Strahlentherapie fest etablieren können. Vielfach konnten Tumoren erfolgreich thera-
piert, die Rezidivwahrscheindlichkeit gesenkt und das Überleben verlängert werden. Doch 
immer noch stellen viele Tumoren Problemfälle für die Therapie dar, gerade auch das Kar-
zinom im Bereich von Kolon und Rektum.  
Das kolorektale Karzinom ist eine häufige und immer noch häufig tödlich verlaufende Er-
krankung. In Deutschland erkrankten 1993 etwa 82.000 Menschen an einem kolorektalen 
Karzinom, etwa 30.000 starben daran. Die Inzidenz liegt bei etwa 40 je 100.000 Einwohner 
und nimmt weiter zu; das kolorektale Karzinom ist damit in Deutschland das zweithäufig-
ste Karzinom bei Männern (nach dem Bronchialkarzinom) und Frauen (nach dem Mam-
makarzinom). Über 90% der kolorektalen Karzinome treten nach dem 50. Lebensjahr auf, 
so dass das Alter einen der bedeutendsten Risikofaktoren darstellt.  
Auch genetische Faktoren spielen eine Rolle: autosomal dominant vererbt werden die Fa-
miliäre Adenomatöse Polypose (FAP) und der sogenannte Hereditary non-polyposis colorectal 
cancer (HNPCC). Patienten mit Colitis ulcerosa haben ein erhöhtes Risiko, an einem kolo-
rektalen Karzinom zu erkranken, diskutiert werden als Risikofaktoren fett- und fleischrei-
che Kost sowie Zigarettenrauchen und Alkoholkonsum. Protektiv hingegen können obst- 
und gemüsereiche Diät, regelmäßige sportliche Aktivität, regelmäßige Einnahme von Aspi-
rin oder nichtsteroidalen Antirheumatika sowie die Hormonersatztherapie in der Postme-
nopause wirken. 
Erster therapeutischer Ansatz beim kolorektalen Karzinom ist meist die chirurgische Ent-
fernung des Tumors. Zusätzlich finden adjuvante Chemotherapieschemata sowie selten 
Bestrahlung Anwendung. Als chemotherapeutische Substanz ist 5-Fluorouracil (5-FU) zu-
sammen mit Folsäure etabliert, alternativ auch DACH-Platinsalze (Oxaliplatin) und Topoi-
somerase-Inhibitoren (Irinotecan). Thyidylatsynthase-Inhibitoren (Raltitrexed) und fluorier-
te Thymidine werden ebenfalls diskutiert und in Studien untersucht.  
Dennoch wird - aufgrund der hohen Inzidenz und der nach wie vor oftmals schlechten 
Prognose - nach Alternativen in der Therapie kolorektaler Karzinome gesucht. Neue An-
sätze in der systemischen Therapie umfassen Inhibitoren von epidermalem Wachstumsfak-
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tor, VEGF-Inhibitoren, COX-2-Inhibitoren und Farnesyltransferase-Inhibitoren (Van Cut-
sem et al. 2002).  
Die Immuntherapie bietet sich hier als Ergänzung oder Alternative zu bisherigen Strategien 
der Tumortherapie an. Verschiedene Ansätze der Immuntherapie umfassen die Behand-
lung mit Zytokinen (Seymour et al. 1994), aktive spezifische Immunisierung mit autologen 
Tumorzellen (Vermorken et al. 1999), adoptive Immuntherapie und den Einsatz monoklo-
naler Antikörper (Riethmuller et al. 1998; Koda et al. 2001). 
In dieser Arbeit wurde zur Induktion einer antitumoralen Immunantwort in einem Kolon-
karzinom-Mausmodell der Ansatz der Vakzinierung mit in vitro behandelten autologen DC 
gewählt. 
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1.4 Ziele der Arbeit 
Basierend auf den in der Einleitung geschilderten Verhältnissen, waren die Ziele der Arbeit: 
1. Optimierung des Protokolls von Inaba (Inaba et al. 1992) zur Generierung muriner 
DC aus Knochenmark. 
2. Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Reifestimuli auf die Aktivierung von 
DC in vitro mittels Flowzytometrie, IL-12-ELISA und 3H-Thymidin-
Proliferationsassay.  
3. Prophylaktische und therapeutische Vakzinierung von Mäusen, basierend auf einem 
in unserem Labor etablierten Modell der DC-basierten Vakzinierung bei murinem 
Kolonkarzinom in BALB/c-Mäusen (Th2-gewichtet).  
4. Etablierung eines Modells der DC-basierten Vakzinierung bei murinem Kolonkar-
zinom in C57BL/6-Mäusen (Th1-gewichtet). 
5. Prophylaktische und therapeutische Vakzinierung im C57BL/6-Mausstamm, Ver-
gleich der Ergebnisse mit dem BALB/c-Mausstamm. 
6. Vergleich der DC aus beiden Mausstämmen in vitro mittels Flowzytometrie, IL-12-
ELISA und 3H-Thymidin-Proliferationsassay. 
7. Charakterisierung der erzielten Immunantwort nach DC-basierter Vakzinierung. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Geräte 
 
Bezeichnung Hersteller 
Zentrifuge Omnifuge 2.0 RS® Heraeus, Hanau 
Brutschrank Heraeus, Hanau 
FACS-Gerät FACSCalibur® mit  
CellQuest-Software und 
FACS-Gerät EPICS PROFILE II mit 
EPICS Elite Software 
 
Becton Dickinson, Heidelberg 
 
Coulter, Hialeah, USA 
ELISA-Reader MRX® Dynatech Laboratories, San Diego, USA 
96-Well MicroCell Harvester Skatron, Transby, Norwegen 
Liquid Scintillation Beta Counter® Wallac, Turku, Finnland 
Magnetic Particle Concentrator MPC® Dynal, Oslo, Norwegen 
Photometer Pharmingen Gene Quant® Pharmingen, San Diego, USA 
Phasenkontrastmikroskop Diaphot TMD® Nikon, Japan 
Laminar-Air-Flow-Werkbank Heraeus, München 
Kühlschränke Bosch, Stuttgart 
Bestrahlung 
Elektronenbeschleuniger des Instituts für 
Strahlentherapie, Medizinische Klinik In-
nenstadt der LMU München 
Cryoson® Stickstofftank  Consarctic, Schöllkrippen 
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2.2 Chemikalien, Reagenzien und Verbrauchsmaterial 
 
2.2.1 Reagenziensätze 
Bezeichnung Hersteller 
IL-12-p40-ELISA R & D Systems, Minneapolis, USA 
sheep-anti-rat Dynabeads M-450® 
für magnetische Zellseparation 
 
Dynal, Oslo, Schweden 
Orthomune Reagens für Erythrozytenlyse Ortho Diagnostic Systems, Neckargemünd 
LAL-Test auf Endotoxinaktivität BioWhittaker, Walkersville, MD, USA 
 
2.2.2 Zellkulturmaterial 
Bezeichnung Hersteller 
500/250/40 ml Cellstar® Zellkulturflasche Omega Scientific, Tarzana, CA, USA 
96-Well Rundbodenplatte Falcon, New Jersey, GB 
96-Well Flachbodenplatte Falcon, New Jersey, GB 
Pipettenspitzen Bibby Sterilin, Stone Staffs, USA 
Sterilfilter Minisart NML 0,2 µm Sartorius, Göttingen 
Zellstrainersieb 70/100 µm Falcon, New Jersey, GB 
 
2.2.3 Zytokine und Chemokine 
Bezeichnung Hersteller 
mGM-CSF Roche, Mannheim, Deutschland 
IL-4 Peprotech, London, GB 
TNF-α Peprotech, London, GB 
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2.2.4 Oligodesoxynukleotide (ODN) 
Bezeichnung Hersteller 
ODN 1826 = 
5’ TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT 3’ 
Coley Pharmaceutical Group, Wellesley, 
MA, USA 
ODN 1982 = 
5’ TCC AGG ACT TCT CTC AGG TT 3’ 
Coley Pharmaceutical Group, Wellesley, 
MA, USA 
 
Die verwendeten ODN waren komplett phosphothioat-modifiziert, wobei ein nicht an der 
Bindung beteiligtes Sauerstoffatom der Phosphatgruppe durch ein Schwefelatom ersetzt 
wird, um den raschen Abbau durch Nukleasen zu verhindern. Der Endotoxingehalt wurde 
im LAL-Assay gemessen und lag stets unter dem Detektionslimit (0.03 EU/ml). Die ODN 
wurden in TE-Puffer gelöst und ihre genaue Konzentration mittels Photometrie bestimmt. 
Für die Arbeitslösung wurde die Stocklösung mit PBS auf 1 mg/ml verdünnt; die Stocklö-
sung blieb PBS-frei, da ein negativer Einfluss des enthaltenen Phosphors auf die Versuch-
resultate nicht auszuschließen ist. 
2.2.5 Puffer, Lösungen, Medien und Seren 
Bezeichnung Hersteller 
Phosphate buffered saline (PBS) Boehringer, Mannheim 
Tris-Hydrochlorid EDTA Puffer (TE-Puffer) Boehringer, Mannheim 
Fetales Kälberserum (FCS) Biochrom, Berlin 
Rattenserum Biochrom, Berlin 
L-Glutamin GibcoBRL, Paisley, GB 
Gentamicin Sigma, St. Louis, USA 
Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) Life Technologies, Karlsruhe 
RPMI 1640-Medium Biochrom, Berlin 
DME-Medium (DMEM) BioWhittaker, Verviers, Frankreich 
 
Zur Vermeidung unspezifischer Stimulation der Zellen wurden ausschließlich endotoxi-
narme Medien und Substanzen eingesetzt. Die Medien wurden mit 1% L-Gutamin, 1% 
Gentamicin sowie zusätzlich 10% FCS supplementiert - letzteres wurde zuvor 30 Minuten 
bei 56°C wärmebehandelt, um Komplementfaktoren zu inaktivieren.  
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Für die Kultur der dendritischer Zellen, die Kokultur dendritischer Zellen mit Tumorzellen 
und die Kultur für den 3H-Proliferationsassay wurde RPMI 1640, für die Kultur der Tu-
morzellen hingegen DMEM verwendet.  
Im Folgenden wird auf diese Medien jeweils als „Vollmedium-x%“ bezug genommen. 
Hierbei gibt die Prozentangabe Auskunft über Konzentration und Art des zugegebenen 
Serums. 
2.2.6 Antikörper 
Die Antikörper wurden sowohl für die negative Selektion von Zellen mittels Dynal-System 
(vgl. 2.5.1.1) wie auch für die Analyse der Oberflächenmoleküle mittels Flowzytometrie 
(vgl. 2.6.4) verwendet. 
Bezeichnung Marker Spezifität Klon Isotyp Hersteller 
CD14 FITC rat-anti-mouse RmC5-3 rat IgG1 Pharmingen, San Diego, USA
CD4(L3T4) FITC rat-anti-mouse GK1.5 rat IgG2b Pharmingen, San Diego, USA
CD40 FITC hamster-anti-mouseHM40-3 hamster IgM Pharmingen, San Diego, USA
CD45R/B220  rat-anti-mouse RA3-6B2 rat IgG2a Pharmingen, San Diego, USA
CD80 RPE rat-anti-mouse 1G10 rat IgG2a SBA, Birmingham, USA 
CD86(B7-2) FITC rat-anti-mouse GL1 rat IgG2a Pharmingen, San Diego, USA
CD8a FITC rat-anti-mouse 53-6.7 rat IgG2a Pharmingen, San Diego, USA
H2db-I FITC mouse-anti-mouse KH95 mouse IgG2b Pharmingen, San Diego, USA
H2Dd-I FITC mouse-anti-mouse 34-2-12 mouse IgG2a Pharmingen, San Diego, USA
IgG2b FITC rat A95-1  Pharmingen, San Diego, USA
IgG2b RPE rat G2b-1-2  SBA, Birmingham, USA 
Ly-6G(Gr-1) FITC rat-anti-mouse RB6-8C5 rat IgG2b Pharmingen, San Diego, USA
MHC-II RPE rat-anti-mouse NIMR-4 rat IgG2b SBA, Birmingham, USA 
MOMA2 FITC rat-anti-mouse MOMA-2 rat IgG2b Serotec, Oxford, GB 
Material und Methoden 23 
 
2.2.7 Sonstige Materialien 
Bezeichnung Hersteller 
LPS (E. coli 055:B5) Sigma, St. Louis, USA 
3H-Thymidin (1 mCi/ml) Amersham Buchler, Braunschweig 
Dimethylsulphoxid (DMSO) Sigma, St. Louis, USA 
Trypsin Sigma, St. Louis, USA 
EDTA Sigma, St. Louis, USA 
Trypanblau Sigma, Deisenhofen 
Propidium Iodid Sigma, St. Louis, USA 
Szintillationsflüssigkeit für Beta-Counter Wallac, Turku, Finnland 
Isofluran 1-Chlor-2,2,2-Trifluorethyl-
Difluormethylether (Forene®) Abbott, Wiesbaden 
1 ml Spritzen Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 
0,5 ml Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg 
50 ml Polypropylen-Röhrchen Omega Scientific, Tarzana, USA 
5 ml Polypropylen-Röhrchen Falcon, New Jersey, GB 
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2.3 Tumor-Zelllinien 
Bei allen verwendeten Zelllinien wurde während der gesamten Versuchsdauer regelmäßig 
die Mykoplasmenbildung überprüft - die Zellen erwiesen sich in dieser Hinsicht stets als 
negativ. Die Zelllinien wurden über den Cell Lines Service in Heidelberg bezogen.  
2.3.1 Kolonkarzinom-Zelllinie Colon-26 
Diese Zellinie stammt ursprünglich aus einer mit N-nitroso-N-methylurethan behandelten, 
6 Monate alten BALB/c-Maus, und wirkt tumorigen in BALB/c und nu/nu-Mäusen. 
2.3.2 Nierenkarzinom-Zelllinie Renca 
Das Nierenzellkarzinom Renca hatte sich spontan in BALB/c-Mäusen entwickelt und ist 
tumorigen in syngenen Mäusen.  
2.3.3 Kolonkarzinom-Zelllinie MC38 
Hier handelt sich dabei um ein Adenokarzinom des Kolons, das durch Injektion von Di-
methylhydralazin in C57BL/6-Mäusen induziert werden konnte. MC38 wirkt tumorigen in 
syngenen Mäusen. 
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2.4 Mausstämme 
Die Tierversuche wurden genehmigt durch die Regierung von Oberbayern (Tierversuchs-
antrag Aktenzeichen 211-2531-7/2000). Der geschlossene Tierstall der medizinischen Kli-
nik entspricht den gesetzlichen Hygieneanforderungen, ausgebildete Tierpfleger versorgen 
maximal 6 Mäuse pro Käfig mit Pelletfutter und Wasser ad libidum. Die verwendeten Mäu-
se waren sämtlich weiblich, 6 bis 8 Wochen alt, und wurden nach einer Woche Akklimati-
sierung als Versuchstiere benutzt. Spätestens ein Jahr nach Beginn des jeweiligen Versuchs 
wurden die Tiere getötet. Bezogen wurden die Tiere bei der Firma Harlan Winkelmann, 
Borchen.  
2.4.1 BALB/c-Mausstamm 
Die BALB/c-Mäuse (Bagg albino/c) sind bekannt dafür, dass die Th1-Antwort bei ihnen 
vergleichsweise schwach ausgeprägt ist (Hsieh et al. 1995). Aus dem Knochenmark von 
Tibia und Femur dieser Mäuse wurden DC generiert, des weiteren wurden die Splenozyten 
für Versuche verwendet. BALB/c-Mäuse wurden sowohl prophylaktisch wie auch thera-
peutisch vakziniert. 
2.4.2 C57BL/6-Mausstamm 
Bei diesem Mausstamm ist beschrieben, dass eine Th1-Antwort bevorzugt wird (Heinzel et 
al. 1989). Auch bei diesen Mäusen wurden DC und T-Zellen in vitro untersucht sowie 
Vakzinierungsversuche durchgeführt. 
2.4.3 FVB-Mausstamm 
Aus diesen Mäusen wurden vorwiegend die T-Zellen aus der Milz, allogen zu BALB/c und 
C57BL/6, für den 3H-Thymidin-Proliferationsassay verwendet. Außerdem wurden Versu-
che durchgeführt, bei denen T-Zellen von BALB/c- und C57BL/6-Mäusen von FVB-DC 
stimuliert wurden.  
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2.5 Kultursysteme 
Die Zellkultur erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei 37OC, 95% Luftfeuchtigkeit und 
einem 5%CO2-/Luft-Gemisch. Es wurde durchgehend Vollmedium-FCS10% verwendet.  
Adhärent wachsende Zelllinien wurden in liegenden Kulturflaschen inkubiert. Zum Abern-
ten und Verdünnen dieser Zellen wurde das verbrauchte Medium dekantiert und die Zellen 
mit 5% Trypsin-EDTA überschichtet, bis sich ein Großteil der Zellen unter Schwenken 
vom Boden ablöste. Dieser Prozess wurde anschließend mit kaltem Vollmedium-10% ge-
stoppt, die Zellsuspension mit Vollmedium-10% aufgefüllt auf 50 ml und abzentrifugiert 
(400g, 6 Minuten, 20°C). 
2.5.1 Generierung und Kultur muriner dendritischer Zellen 
2.5.1.1 Generierung muriner DC aus Knochenmark 
Eine 6 bis 8 Wochen alte Maus wurde mit Isofluran anästhesiert und durch Exartikulation 
der Halswirbelsäule getötet. Nach Fixierung der Maus und Desinfektion der Hinterläufe 
mit Ethanol wurden durch Entfernung von Fell und Muskulatur Tibia und Femur freige-
legt und in eine Kulturschale mit Kulturmedium auf Eis überführt. 
An der Laminar-Air-Flow-Werkbank wurden die Knochen nachgereinigt, kurz in Ethanol 
getaucht und in frisches Kulturmedium überführt. Jeweils ein Knochen wurde auf einer 
Seite knapp unterhalb der Epiphyse eröffnet und mit etwa 5 ml Kulturmedium ausgespült. 
Die so erhaltene Zellsuspension wurde durch ein Zellstrainersieb (100 µm) filtriert und das 
Sieb mit 10 ml Kulturmedium nachgespült. 
Nach Zentrifugation (350 g, 5 min, 4 °C, AC/DC 7) wurden die enthaltenen Erythrozyten 
durch Zugabe von 20 ml Erythrozyten-Lysepuffer und 10-minütige Inkubation lysiert. 
Nach erneuter Zentrifugation (350 g, 5 min, 4 °C, AC/DC 7) wurden die Zellen in Kul-
turmedium resuspendiert. 
Durch Zugabe von rat-anti-mouse Antikörpern gegen Ly-6G, CD 45R, MHC II, CD 4 und 
CD 8 wurden Granulozyten, B-Zellen, Monozyten und T-Zellen markiert.  
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Nach Inkubation und Waschen wurden die markierten Zellen durch Zugabe von sheep-anti-
rat magnetic beads gebunden und mit Hilfe des magnetischen Dynal-Zellseparators aus der 
Suspension gesogen: Dynabeads sind uniforme Polymer-Kügelchen mit einem Durchmes-
ser von 4,5 µm und eingebettetem magnetischem Material (Fe2O3, Fe3O4). Während ste-
tigem Schwenken über 30 Minuten bei 4°C binden die Dynabeads an zuvor antikörper-
markierte Zellen. Anschließend wird das Röhrchen in ein starkes Magnetfeld im Dynal 
MPC eingebracht, die markierten Zellen heften sich an die entsprechende Röhrchenwand. 
Nach magnetischer Zellseparation bleiben in diesem Ansatz 15-20% der Ausgangszellen 
übrig. Diese resultierenden Zellen, hauptsächlich DC-Vorläufer, wurden in Vollmedium-
FCS10%, versetzt mit IL-4 und murinem GM-CSF, kultiviert. 
2.5.1.2 Reifeinduktion muriner DC 
Zur Induktion der morphologischen Veränderungen, die zur effizienten Antigenpräsentati-
on und voller kostimulatorischer Kapazität führen, benötigen dendritische Zellen ein spe-
zielles Zytokin-Milieu. Nach siebentägiger Inkubation in Anwesenheit von IL-4 (20 ng/ml) 
und GM-CSF (200 U/ml) wurden daher die noch unreifen DC zunächst durch Waschen 
mit PBS von IL-4 und GM-CSF gereinigt sowie anschließend in neuem Vollmedium-
FCS10% resuspendiert und dieses neben IL-4 und GM-CSF mit Reifestimulatoren ver-
setzt. Zur Reifeinduktion wurden entweder TNF-α (25 ng/ml), LPS (100 ng/ml) oder 
CpG-ODN 1826 (6 µg/ml) verwendet.  
Abbildung 8 zeigt schematisch Generierung und Stimulierung dendritischer Zellen. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 8: Generierung und Stimulierung dendritischer Zellen. DC-Vorläufer werden aus 
murinem Knochenmark gewonnen und sieben Tage in Medium mit Zusatz von IL-4 und GM-CSF kultiviert. 
Anschließend erfolgt die Reifestimulation mittels CpG-ODN, LPS oder TNF-α für 48 Stunden. 
Knochenmarksvorläufer Unreife dendritische Zelle
IL-4 (20 ng/ml) 
GM-CSF (200 U/ml) 
7 Tage 2 Tage 
+ CpG-ODN 1826 (6 µg/ml) / 
+ LPS (100 ng/ml) / 
+ TNF-a (25 ng/ml) 
MHC I / MHC II ↑ 
CD80, CD86 ↑ 
IL-12 Sekretion ↑ 
Sekretion  
proinflammatorischer  
Zytokine 
Antigen-Aufnahme Antigenpräsentation 
Reife dendritische Zelle 
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Die erfolgreiche Stimulation dendritischer Zellen, ausgedrückt durch eine vermehrte Ex-
pression der kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 auf der Zelloberfläche, wird 
durch flowzytometrische Ergebnisse belegt (vgl. Abbildung 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Flowzytometrische Bestimmung von CD80 und CD86 auf der Oberfläche 
dendritischer Zellen. Im Gegensatz zu unstimulierten DC zeigen stimulierte DC einen deutlichen Anstieg der 
mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) für CD80 und CD86. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis aus mehreren 
Versuchen. 
 
Als optimaler Zeitraum für die Stimulation erwies sich in Vorversuchen die Dauer von 48 
Stunden; wurden die DC länger stimuliert, kam es zu einer vermehrten Apoptose (nachge-
wiesen durch Anfärbung mit Propidium Iodid).  
2.5.2 Kokultur dendritischer Zellen mit Tumorzellen 
Zur Produktion der Tumorvakzine wurden DC mit bestrahlten Tumorzellen kokultiviert. 
Dazu wurden, wie oben beschrieben, über Vorläuferzellen aus murinem Knochenmark DC 
generiert und in Vollmedium-FCS10%, versetzt mit IL-4 und mGM-CSF, kultiviert. An 
Tag 7 wurden in einer 250 ml Kulturflasche DC in einem bestimmten Verhältnis mit zuvor 
mit 100 Gy bestrahlten Tumorzellen zusammengebracht. In drei unabhängigen Versuchen 
wurde das optimale Verhältnis der Zellen in der Kokultur untersucht. Dabei erwies sich ein 
Verhältnis von DC zu Tumorzellen von 5:1 einer 1:1-Mischung hinsichtlich der Induktion 
einer antitumoralen Immunantwort überlegen (ohne Abbildung). 
Die DC wurden für insgesamt drei Tage mit bestrahlten Tumorzellen inkubiert, 48 Stunden 
vor Vakzinierung erfolgte die Aktivierung der DC (vgl. 2.5.1.2). 
Isotyp-Kontrolle CD80 CD86 
unstimuliert 
stimuliert 
MFI=18 102 
10 147 26
9 
90 
269 
Fluorescense intensity 
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2.5.3 Kokultur muriner Lymphozyten mit allogenen dendritischen Zellen 
2.5.3.1 Präparation muriner Lymphozyten aus der Maus 
Nach Töten der Maus (vgl. 2.5.1.1) wurde der Bauchraum eröffnet und die Milz steril her-
auspräpariert. Durch Filtrieren der Milz durch ein Zellstrainersieb (70 µm) wurden die Zel-
len aus dem Gewebsverband gelöst. Nach Zentrifugation (350 g, 5 min, 4 °C) wurden an-
schließend wiederum die Erythrozyten lysiert (vgl. 2.5.1).  
Analog zur Vorgehensweise bei der DC-Isolation wurden hier die Granulozyten und B-
Lymphozyten durch Inkubation mit rat-anti-mouse Antikörpern (Ly6G und CD 45 R) mar-
kiert und mit dem Dynal-System aus der Suspension entfernt. Übrig blieben zu über 95% 
reine T-Lymphozyten (ca. 60% CD4-positiv, ca. 30% CD8-positiv). 
2.5.3.2 Kokultur der murinen Lymphozyten mit allogenen dendritischen Zellen 
Die 48-stündige Kokultur von DC und T-Lymphozyten wurde an Tag 10 nach Generie-
rung der DC (und nach Reifestimulierung für 48 Stunden) in 96-Well-Platten mit je 200 µl 
Vollmedium-FCS10% durchgeführt. Dabei wurden je 150.000 T-Zellen mit DC im Ver-
hältnis DC zu T-Zellen von 1:10, 1:50 und 1:250 kultiviert. Auf Medienwechsel und Zyto-
kinsupplementierung wurde während der Kokultur verzichtet.  
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2.6 Analyseverfahren 
 
2.6.1 Phasenkontrastmikroskopie 
Zur regelmäßigen optischen Darstellung der Vitalität und Proliferation der Zellen wurde 
die Phasenkontrastmikroskopie verwendet. Dabei entstehen beim Durchtritt von Licht 
durch verschiedene Materialien Gang- und Phasenunterschiede zwischen den Lichtwellen. 
Polarisationsfilter im Strahlengang wandeln diese Unterschiede in Helligkeitsdifferenzen 
um, was eine kontrastreiche Darstellung ermöglicht. 
Charakteristische Oberflächenmoleküle dendritischer Zellen wurden mit gegen CD80, 
CD86 und MHC II Antikörpern angefärbt, nach Waschen in PBS und Zentrifugation wur-
den die Zellen in RPMI suspendiert und auf dem Objektträger fixiert. Avitale Zellen wur-
den durch Anfärbung mit Propidium Iodid kenntlich gemacht. 
2.6.2 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
Interleukin-12 ist ein disulfid-gelinktes heterodimeres Glykoprotein mit einem Molekular-
gewicht von 70 kDa, bestehend aus einer 40 kDa (p40)- und einer 35 kDa (p35)-
Untereinheit; p40 und p35 haben selbst keine IL-12-Aktivität. In den vorgestellten Versu-
chen wurde der IL-12 p40 Assay von Quantikine R&D verwendet.  
Dabei werden 96-Well-Flachbodenstrips mit einem zytokinspezifischem Antikörper be-
schickt, der an der Plastikoberfäche bindet. Der zu untersuchende Überstand wird in 100 µl 
Einheiten und in Duplikaten zu den gebundenen Antikörpern gegeben, wobei das zu un-
tersuchende Zytokin proportional zu seiner Konzentration an die Antikörper bindet. Nach 
30-minütiger Inkubationszeit und dreimaligem Waschen wird ein zweiter enzymmarkierter, 
ebenfalls zytokinspezifischer, jedoch an einem anderen Epitop bindender Antikörper zuge-
geben. Das gebundene Enzym vermittelt in Abhängigkeit seiner Konzentration und damit 
in Abhängigkeit der Zytokinkonzentration eine Farbreaktion, die photometrisch bestimmt 
werden kann. Durch die Verwendung zweier unterschiedlicher spezifischer Antikörper 
wird das Risiko der Kreuzreaktivität minimiert und damit eine möglichst spezifische Aus-
sage über die Konzentration des untersuchten Zytokins ermöglicht. 
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2.6.3 3H-Thymidin-Proliferationsassay 
Zum Nachweis der Proliferation von Lymphozyten wurde 1 µCi des radioaktiv markierten 
Nukleotids 3H-Thymidin an Tag 3 der Kokultur der DC mit T-Lympozyten (vgl. 2.5.3) 
zum Medium zugegeben. Der Einbau radioaktiven Thymidins in die DNA der Zellen ist 
dabei abhängig von der DNA-Neusynthese und dient somit als Marker der Zellproliferati-
on: Je stärker eine Kultur proliferiert, desto mehr DNA wird synthetisiert, und desto mehr 
radioaktives Thymidin wird auch in die Zellen eingebaut. 24 Stunden nach der Zugabe von 
3H-Thymidin wurden die Zellkulturen mit Hilfe eines MicroCell Harvesters auf eine Filter-
platte transferiert und dabei das nicht inkorporierte, radioaktive Thymidin abgesaugt. Nach 
Zugabe einer Szintillationsflüssigkeit wurde die inkorporierte Radioaktivität in einem Szin-
tilationszähler als Zerfälle/min (cpm) bestimmt. Die Zunahme der Zellzahl ist danach di-
rekt proportional der zellgebundenen Radioaktivität. 
2.6.4 Durchflusszytometrie (FACS) 
Die FACS-Analyse (Fluorescence activated cell sorting) bietet die Möglichkeit, Oberflächenanti-
gene von Zellen darzustellen und zu quantifizieren. Die Zellen werden dabei mit fluores-
zierenden Antikörpern markiert, die an entsprechende Oberflächenantigene binden. In 
einem Flüssigkeitsstrom werden die markierten Zellen einzeln durch zwei aufeinander fol-
gende Laserstrahlen (Argon, λ1=488 nm, λ2=635 nm) geführt. Bestimmte Eigenschaften 
der Zellen (z.B. Größe, Form, Membranoberfläche und intrazelluläre granuläre Bestandtei-
le) resultieren in einer Lichtstreuung, die von je einer Linse in Verlaufsrichtung des Laser-
strahls (Vorwärtsstreulicht) und einer rechtwinklig dazu angebrachten (Seitwärtsstreulicht) 
gesammelt und photometrisch ausgewertet wird. Das Vorwärtsstreulicht wird im Wesentli-
chen durch die Zellgröße, das Seitwärtsstreulicht durch die intrazelluläre Granularität be-
stimmt. Die gewünschte Zellpopulation wird anhand dieser Kriterien ausgewählt und wei-
ter auf ihre Fluoreszenzeigenschaften untersucht: Der Laserstrahl regt das Chromophor 
der zur Markierung der Zielstruktur verwendeten Antikörper zur Emission von Lichtquan-
ten an, die durch eine Linse gesammelt werden. Filter trennen das gesammelte Licht nach 
Wellenlängenbereichen und lenken es zu unterschiedlichen Detektoren. So können die 
Signale mehrerer verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe bei der Mehrfarbenanalyse getrennt 
aufgenommen und quantitativ ausgewertet werden.  
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Ausgewertet wurde nach dem Prozentsatz der für einen bestimmten Marker positiven Zel-
len (% positiv) sowie nach der mittleren Intensität der gemessenen Fluoreszenz (mean fluo-
rescence intensity), die sich proportional zur Anzahl der pro Zelle gebundenen Antikörper und 
damit zur Anzahl der untersuchten Oberflächenmoleküle bzw. gebundener intrazellulärer 
Strukturen verhält.  
Zur flowzytrometrischen Analyse wurden in den dargestellten Versuchsreihen pro Färbung 
ca. 200.000 Zellen abzentrifugiert, mit 50 µl RPMI-Kulturmedium resuspendiert und mit je 
5 µl Rat Serum versetzt, um die Hintergrundfluoreszenz zu reduzieren. Nach 10minütiger 
Inkubation wurden die Zellen mit je 5 µl der RPE-(phycoerythrin-) markierten bzw. je 3 µl 
der FITC-(fluorescein-isocyanat-) markierten Antikörper gefärbt und unter Lichtausschluss 
für 30 Minuten inkubiert. Abschließend wurden die Zellen mit PBS-FCS5% gewaschen, 
nochmals abzentrifugiert, resuspendiert und gemessen. Die Kontrollfärbung erfolgte mit 
fluoreszenzfarbstoffmarkiertem, isotypengleichem IgG (IgG2B). 
Die Fluoreszenzeigenschaften der Zellen wurden im FACS-Gerät EPICS PROFILE II von 
Coulter bzw. im FACScalibur Gerät von Becton Dickinson gemessen und mit EPICS Eli-
te- bzw. CellQuest-Software analysiert. 
2.6.5 In-vivo-Vakzinierungs-Assay 
2.6.5.1 Subkutanes Tumormodell 
Noch nicht vollständig konfluent wachsende Tumorzellen wurden durch Schütteln vom 
Boden der Kulturflaschen gelöst und durch dreimaliges Waschen mit HBSS von etwaig 
vorhandenen unspezifisch immunmodulierenden Substanzen (wie FCS) gereinigt. Die Zen-
trifugation erfolgte jeweils mit 350 g für 7 min (4°C, AC/DC 7). Die Zellen wurden gezählt 
und nicht trypangefärbte, vitale Tumorzellen in HBSS resuspendiert. Ziel dieses Wasch-
vorgangs war die Reinigung der Zellen von eventuell immunstimulatorisch wirksamen Sub-
stanzen des Vollmediums. Die Applikation der Tumorzellsuspension in je 200 µl HBSS 
erfolgte subkutan in die rechte Flanke von mit Isofluran (Forene®) narkotisierten Mäuse. 
Im prophylaktischen Ansatz erfolgte die Tumorchallenge mit jeweils 500.000 Tumorzellen, 
im therapeutischen Ansatz wurden jeweils 200.000 Tumorzellen injiziert.  
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Die Größe der halbkugelig wachsenden Tumoren wurde mittels eines Lineals bestimmt: es 
wurden jeweils zwei senkrecht aufeinanderstehende Durchmesser ermittelt und multipli-
ziert. Wie in vielfachen Vorversuchen nachgewiesen, erfolgte das Tumorwachstum bei C26 
und MC38 sehr homogen: eine Größe von 400 mm2 wurde nach durchschnittlich 20 Tagen 
erreicht. RenCa-Tumorzellen wuchsen etwas langsamer, nach 20 Tagen lag die Größe bei 
etwa 300 mm2. Mäuse mit einer Tumorgröße von über 500 mm2 wurden getötet, ebenso 
Mäuse mit systemischer Erkrankung, die sich durch Gewichtsverlust, reduzierten Allge-
meinzustand und Zittern bemerkbar machte. Abbildung 10 zeigt die Vermessung eines 
subkutan induzierten Tumors.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: BALB/c-Maus mit subkutan wachsendem Tumor. Je 500.000 Tumorzellen der 
C26-Tumorzelllinie wurden s.c. in die rechte Flanke injiziert. Nach 20 Tagen misst der Tumor in diesem Beispiel 
16 x 25 mm, gemessen als längster Durchmesser (d1) mal senkrecht darauf stehendem Durchmesser (d2), also 400 
mm2. 
d1 
d2 
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2.6.5.2 Vakzinierung mit DC 
Um die Fähigkeit der DC, Immunantworten in vivo zu induzieren, zu überprüfen, wurde 
ein Vakzinierungs-Assay eingesetzt (vgl. Abbildung 11). Prinzipiell erfolgte dieser Assay in 
zwei Ansätzen: prophylaktisch und therapeutisch. Bei ersterem wurde die Vakzine (je 1 
Million DC nach Kokultur mit Tumorzellen und Aktivierung, vgl. 2.5.2) subkutan sieben 
Tage vor Tumorinduktion (vgl. 2.6.5.1) injiziert, während bei letzterem die Vakzinierung 
sieben Tage nach Tumorinduktion stattfand. 
Mäuse aus beiden Gruppen, die nach Vakzinierung und Tumorinduktion tumorfrei geblie-
ben waren, wurden Langzeitbeobachtungen bis zu 10 Wochen und systematischer Tumor-
Rechallenge sowohl auf der ipsilateralen (gleiche Seite wie Vakzinierung) wie auch auf der 
kontralateralen Seite unterzogen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Graphische Darstellung des Vakzinierungsassays. Unreife DC werden mit bestrahl-
ten (100 Gy) Tumorzellen kokultiviert und aktiviert. Die subkutane Injektion erfolgt sieben Tage vor bzw. sieben 
Tage nach Tumorchallenge. Eigene Abbildung. 
Kokultur
Knochenmark 
Präsentation von Tumorantigen 
Aktivierung von T-Zellen 
Tumorzelle 
MHC Molekül 
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2.7 Statistische Auswertung 
Die Ergebnisse wurden jeweils als arithmetisches Mittel angegeben; die Streuung wurde als 
Standardfehler des Mittelwertes (SEM, Standard Error of Mean) dargestellt. Mittels eines t-
Tests für unabhängige Stichproben nach Student wurden die Ergebnisse auf Signifikanz 
geprüft. Bei p<0.05 (*) wurde statistische Signifikanz angenommen, p<0.01 (**) bezeichnet 
ein sehr signifikantes Ergebnis, p<0.001 (***) ein höchst signifikantes Ergebnis. Ergibt sich 
aus der statistischen Analyse keine Signifikanz, so ist dies mit ns (nicht signifkant) gekenn-
zeichnet. Sämtliche Berechnungen wurden mit Hilfe der Analysefunktion von Microsoft 
EXCEL© erstellt. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Optimierung des Protokolls zur Generierung dendritischer Zellen in 
vitro 
Wie zuvor beschrieben, sollen in unserem Ansatz zunächst murine DC aus Knochen-
marksvorläuferzellen generiert werden. Anschließend werden sie mit Antigen beladen und 
zur Reifung gebracht (und damit aktiviert), bevor sie als Tumorvakzine injiziert werden.  
3.1.1 Anreicherung pluripotenter Vorläuferzellen aus dem Knochenmark 
Modifiziert nach vorbeschriebenem Protokoll (Inaba et al. 1992) wurden DC aus Kno-
chenmarksvorläuferzellen generiert. Die Methodik ist unter 2.5.1.1 ausführlich beschrieben; 
wesentlich ist bei der Generierung von DC dabei die magnetische Selektion von Granulo-
zyten, B- und T-Lymphozyten. Die Knochenmarkszell-Suspension enthält vor der magne-
tischen Depletion - flowzytometrisch gemessen - zu jeweils ca. einem Drittel Granulozyten 
und B-Lymphozyten, T-Lymphozyten machen etwa 3% aus, während Monozyten und Ma-
krophagen bei etwa 10% liegen. Der Anteil der DC (gemessen anhand der Moleküle CD80 
und CD86) liegt vor Depletion bei etwas unter einem Prozent (Daten ohne Abbildung). 
Nach der Depletion sind noch ca. 20-25% der Ausgangszellzahl vorhanden. 
Nach Depletion und sieben Tagen Kultur in GM-CSF und IL-4 konnten DC bis auf 60-
70% angereichert werden, der Anteil der CD80-/CD86-positiven DC betrug ca. 50%, nach 
Zusatz von LPS oder CpG-ODN 1826 lag er in den letzten 48 Stunden der Kultur bei über 
80%.  
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3.1.2 GM-CSF im Kulturmedium 
Wichtiger Zusatz im Kulturmedium bei der Generierung von DC ist GM-CSF. GM-CSF 
induziert die Proliferation und Differenzierung von Makrophagen/Monozyten, Granulozy-
ten und von DC (Inaba et al. 1992). In Vorarbeiten waren bereits GM-CSF verschiedener 
Hersteller (Boehringer, Bachem, Peprotech) verglichen worden (Seiderer 2002), wobei sich 
das Produkt von Boehringer (jetzt Roche) als am besten geeignet hinsichtlich der Prolifera-
tionsinduktion erwies. Dieses Produkt wurde daher auch in dieser Arbeit verwendet.  
In drei unabhängigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die bereits vorher verwende-
te GM-CSF-Konzentration von 200 U/ml (Seiderer 2002) bezüglich der Generierung von 
DC einer Konzentration von 100 U/ml überlegen ist. Die Expression kostimulatorischer 
Moleküle wird durch die höhere GM-CSF-Dosis signifikant gesteigert.  
3.1.3 IL-4 im Kulturmedium 
IL-4 ist ebenso ein Faktor, der die Proliferation und Differenzierung von DC günstig be-
einflusst. In Vorarbeiten waren verschiedene Konzentrationen von IL-4 untersucht worden 
(Seiderer 2002), wobei sich im Vergleich 5 ng/ml, 20 ng/ml und 50 ng/ml eine Konzentra-
tion von 20 ng/ml als günstig hinsichtlich der Generierung von DC erwiesen hatte.  
Drei unabhängige Versuche mit IL-4 in den Konzentrationen 5 ng/ml, 20 ng/ml und 80 
ng/ml konnten dies bestätigen, wobei die Ergebnisse für 20 ng/ml und 80 ng/ml sich be-
züglich der Expression von CD80 und CD86 nicht signifikant unterschieden. Mit zuneh-
mender Konzentration führt IL-4 dabei zu einer Abnahme der Gesamtzellzahl. 
Im Vergleich der Kultur ohne IL-4 und mit IL-4 in einer Konzentration von 20 ng/ml 
zeigte sich bei den IL-4-defizienten DC eine tendenziell, jedoch nicht signifikant geringere 
Expression kostimulatorischer und antigenpräsentierender Moleküle auf der Zelloberflä-
che. Bezüglich der Produktion von IL-12 bzw. der Stimulationskapazität gegenüber alloge-
nen T-Zellen konnte ebenfalls nur eine Tendenz, kein signifikanter Unterschied gezeigt 
werden.  
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3.2 Einfluss unterschiedlicher Reifestimuli auf  dendritische Zellen in 
vitro 
Als etablierte Reifestimuli für dendritische Zellen sind unter anderem TNF-α, LPS und 
bestimmte CpG-ODN beschrieben. Im folgenden werden TNF-α, LPS und CpG-ODN 
1826 hinsichtlich ihrer Potenz als Reifestimuli für DC verglichen.  
Die Reife der DC wurde in vitro mittels Flowzytometrie überprüft: mit zunehmender Reife 
werden die kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 in höherem Ausmaß exprimiert. 
Als weitere funktionelle in-vitro-Tests wurden in dieser Arbeit die Fähigkeit der DC, IL-12 
zu sezernieren (mittels IL-12-ELISA), bzw. die Fähigkeit der DC, allogene T-Zellen zu 
stimulieren (mittels 3H-Thymidin-Proliferationsassay), evaluiert. 
Die nachfolgenden Abbildungen zeigen jeweils die Ergebnisse aus neun unabhängigen 
Versuchen, wobei BALB/c-DC jeweils im Basis-Medium mit GM-CSF und IL-4 kultiviert 
und anschließend mit einem der Stimuli über 48 Stunden aktiviert wurden. Die Auswertung 
erfolgte mittels Flowzytometrie, IL-12-ELISA und 3H-Thymidin-Proliferationsassay.  
Aufgetragen sind auf der y-Achse jeweils die relativen Prozentangaben basierend auf der 
statistischen Auswertung der neun Versuche. Als 100% wurden in jedem Versuch zur Rela-
tivierung von dimensionalen Unterschieden die Ergebnisse des Ansatzes "BALB/c + GM-
CSF + IL-4 + CpG-ODN 1826" gesetzt. Farblich wurde in jeder der Grafiken wie folgt 
codiert: 
 
 
 
3.2.1 CpG-ODN 1826 ist der potenteste Reifestimulus dendritischer Zellen in vitro. 
Vorab waren bereits CpG-ODN 1826 und TNF-α hinsichtlich der Stimulationspotenz 
verglichen worden (Brunner et al. 2000), wobei die Stimulation der DC mit CpG-ODN 
1826 effektiver möglich war. Dieses Ergebnis konnte in der vorliegenden Arbeit in mehrfa-
chen Versuchen in vitro bestätigt werden, wobei zusätzlich noch LPS in seiner Funktion als 
Reifestimulus untersucht wurde.  
GM-CSF + IL-4 
GM-CSF + IL-4 + TNF-α 
GM-CSF + IL-4 + LPS 
GM-CSF + IL-4 + CpG-ODN 1826 
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3.2.1.1 CpG-ODN 1826 und LPS bewirken eine vermehrte Expression von CD80 und 
CD86 im Vergleich zu TNF-α. 
Die Ergebnisse der flowzytometrischen Untersuchungen (vgl. 2.6.4) zeigen, dass alle Sti-
muli im Vergleich zum Basismedium zu einer vermehrten Expression der kostimulatori-
schen Moleküle CD80 und CD86 wie auch des antigenpräsentierenden Moleküls MHC-II 
führen. Der Effekt ist bei MHC-II am geringsten ausgeprägt und insgesamt deutlicher, 
wenn man die MFI, die mean fluorescence intensity, betrachtet. CpG-ODN 1826 wie auch LPS 
führen hinsichtlich der MFI bei den kostimulatorischen Molekülen zu einer auch im Ver-
gleich zu TNF-α hoch signifikanten Mehr-Expression (vgl. Abbildung 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 12: Effekt verschiedener Reifestimuli auf dendritische Zellen: Ergebnisse der 
Flowzytometrie. CpG-ODN 1826 und LPS bewirken eine vermehrte Expression von CD80, CD86 und 
MHC auf der Oberfläche von DC aus BALB/c-Mäusen. Aufgetragen sind auf der y-Achse jeweils die relativen 
Prozentangaben basierend auf der statistischen Auswertung der neun Versuche. Als 100% wurden in jedem Ver-
such zur Relativierung von dimensionalen Unterschieden die Ergebnisse des Ansatzes "BALB/c+GM-CSF+IL-
4+CpG-ODN1826" gesetzt. Fehlerbalken bezeichnen jeweils die Standardabweichung. Signifikanzniveau: 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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3.2.1.2 CpG-ODN 1826 induziert mehr IL-12-Sekretion als LPS und TNF-α 
Stimuliert man DC über 48 Stunden mit CpG-ODN 1826, LPS oder TNF-α und bestimmt 
anschließend die IL-12-Sekretion mittels ELISA-Technik (vgl. 2.6.2), so erweist sich hier 
CpG-ODN 1826 als potentester Stimulus. Im Vergleich zu TNF-α, das nicht in der Lage 
ist, über das Basisniveau hinaus die Produktion von IL-12 zu steigern, wird unter dem Ein-
fluss von LPS etwa siebenmal mehr IL-12 gebildet (p<0.001), unter dem Einfluss von 
CpG-ODN 1826 zeigt sich sogar eine etwa 12fach erhöhte IL-12-Produktion (p<0.001, 
vgl. Abbildung 13).   
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 13: Effekt verschiedener Reifestimuli auf dendritische Zellen: Ergebnisse des 
IL-12-ELISA. Hierbei zeigt CpG-ODN den größten Effekt, gefolgt von LPS, während TNF-α über das Ba-
sismedium hinaus keine Stimulation der IL-12-Sekretion zeigt. Aufgetragen sind auf der y-Achse jeweils die relati-
ven Prozentangaben basierend auf der statistischen Auswertung der neun Versuche. Als 100% wurden in jedem 
Versuch zur Relativierung von dimensionalen Unterschieden die Ergebnisse des Ansatzes "BALB/c+GM-
CSF+IL-4+CpG-ODN1826" gesetzt. Fehlerbalken bezeichnen jeweils die Standardabweichung. Signifikanzni-
veau: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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3.2.1.3 CpG-ODN 1826 und LPS sind TNF-α hinsichtlich der Stimulation der  
Proliferation allogener T-Zellen überlegen. 
In diesem Ansatz wurden, wie unter 2.5.3.2 beschrieben, allogene T-Zellen mit unter-
schiedlich reifestimulierten DC (GM-CSF + IL-4 alleine bzw. mit Zusatz von TNF-α, LPS 
oder CpG-ODN 1826) kokultiviert und mittels eines 3H-Thymidin-Proliferationsassays die 
Stimulation der Proliferation der allogenen T-Zellen bestimmt.  
DC wurden dabei im Verhältnis 1:10, 1:50 und 1:250 zu den T-Zellen gegeben. TNF-α 
erreicht eine signifikante (p=0.047) Steigerung der T-Zell-Proliferation gegenüber der Ba-
sisstimulation, LPS (p=0.0017) und CpG-ODN 1826 (p=0.001) zeigen sich TNF-α hier 
ebenfalls signifikant überlegen. CpG-ODN erweist sich gerade in der höchsten Verdün-
nung von 1:250 hier als die potenteste Substanz hinsichtlich der Aktivierung von T-Zellen 
(vgl. Abbildung 14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14: Effekt verschiedener Reifestimuli auf dendritische Zellen: Ergebnis des 3H-
Thymidin-Proliferationsassays. Aufgetragen sind auf der y-Achse jeweils die relativen Prozentangaben 
basierend auf der statistischen Auswertung der neun Versuche. Als 100% wurden in jedem Versuch zur Relativie-
rung von dimensionalen Unterschieden die Ergebnisse des Ansatzes "BALB/c+GM-CSF+IL-4+CpG-
ODN1826" gesetzt. Fehlerbalken bezeichnen jeweils die Standardabweichung. Signifikanzniveau: *p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001. 
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3.2.2 Eine Kombination von CpG und LPS bewirkt eine vermehrte IL-12-Sekretion. 
Nachdem CpG-ODN 1826 wie auch LPS sich in oben beschriebenen Versuchen beide als 
potente Reifestimuli erwiesen hatten, wurde überprüft, ob eine Kombination beider Sub-
stanzen synergistische Effekte ergibt. Dabei zeigten sich in der flowzytometrischen Unter-
suchung keine signifikanten Unterschiede bezüglich CD80, CD86 und MHC (vgl. 
Abbildung 15).  
 
 
 
 
 
Abbildung 15: Kombination von CpG-ODN 1826 mit LPS als Reifestimulus für dendriti-
sche Zellen: Ergebnis der Flowzytometrie. CpG-ODN 1826 + LPS bewirkt keine vermehrte Expres-
sion von kostimulatorischen Molekülen und MHC I und II. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis aus drei unab-
hängigen Versuchen. 
 
Im IL-12-ELISA jedoch konnte eine deutliche Steigerung der IL-12-Sekretion der so be-
handelten DC festgestellt werden. Die Kombination von CpG-ODN 1826 mit LPS führte 
dabei zu einer dreifach erhöhten IL-12-Produktion gegenüber einer alleinigen Stimulation 
mit LPS oder CpG-ODN 1826 (vgl. Abbildung 16). 
 
 
 
 
 
Abbildung 16: Kombination von CpG-ODN 1826 mit LPS als Reifestimulus für dendriti-
sche Zellen: Ergebnis des IL-12-ELISA. CpG-ODN 1826 + LPS als Reifestimulus bewirken in Kom-
bination eine höhere IL-12-Produktion als die Einzelsubstanzen. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis aus drei 
unabhängigen Versuchen. 
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3.2.3 Kontroll-CpG bewirkt keine Reifestimulation dendritischer Zellen in vitro. 
Nachdem die Potenz von CpG-ODN 1826 als Stimulus für DC in den oben beschriebenen 
Versuchen etabliert war, wurde weiter untersucht, ob wirklich die vermuteten CG-
Sequenzen für diesen Effekt verantwortlich sind. In drei unabhängigen Versuchen wurde 
statt des Oligonukleotids CpG-ODN 1826 das CpG-ODN 1982, in dem (im Vergleich zu 
CpG-ODN 1826) die wesentlichen CG-Sequenzen durch CT- bzw. GG-Sequenzen ersetzt 
sind, verwendet. Erwartungsgemäß zeigte sich, dass dieses Oligonukleotid nicht in der Lage 
ist, die Reifung von DC zu induzieren (vgl. Abbildung 17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 17: Wirkung von CpG-ODN 1928 auf murine dendritische Zellen: Flowzytome-
trisches Ergebnis. Während CpG-ODN 1826 zu einer vermehrten Expression von MHC II, CD80 und 
CD86 auf der Zelloberfläche führt, bewirkt CpG-ODN 1982 keine Stimulation von DC. Gezeigt ist ein Versuch  
aus zwei unabhängigen Versuchen. 
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Analog zeigte sich auch in der Auswertung des IL-12-ELISA, dass das Kontroll-CpG-
ODN nicht in der Lage ist, eine signifikante Erhöhung der IL-12-Produktion der DC ge-
benüber dem Basisniveau zu induzieren (vgl. Abbildung 18).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: Wirkung von CpG-ODN 1928 auf murine dendritische Zellen: Ergebnis des 
IL-12-ELISA. Während CpG-ODN 1826 zu einer deutlichen Steigerung der IL-12-Sekretion führt, bewirkt 
CpG-ODN 1928 keine signifikante Steigerung der IL-12-Sekretion. Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei unab-
hängigen Versuchen. Die Fehlerbalken bezeichnen jeweils die Standardabweichung. ns=nicht signifikant. 
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3.3 Induktion einer antitumoralen Immunantwort in vivo 
Die Reifestimulation der DC hat großen Einfluss auf die Tumorantwort in vivo, so dass 
CpG- und LPS-aktivierte DC konsekutiv eine potentere Immunantwort gegen Tumoren 
induzieren sollten (Brunner et al. 2000).  
Jeweils zwei bis drei unabhängige Versuche zeigten, dass DC, die lediglich mit Tumorzellen 
kokultiviert, jedoch nicht stimuliert wurden, nur eine sehr geringe tumorprotektive Wir-
kung haben. Die Vakzinierung mit CpG-aktivierten DC, die jedoch keiner Tumorzell-
Kokultur unterzogen wurden, führt ebenso zu keinem potenten protektiven Effekt. Wur-
den Mäuse lediglich mit bestrahlten Tumorzellen vakziniert, konnte ebenfalls keine Hem-
mung des Tumorwachstums gezeigt werden. 
Für die im folgenden dargestellten In-vivo-Vakzinierungsversuche wurden also DC ver-
wendet, die mit bestrahlten Tumorzellen kokultiviert und mit CpG-ODN 1826 aktiviert 
wurden. LPS wurde trotz ähnlicher Stimulationspotenz in vitro (vgl. 3.2.1) wegen der nicht 
gegebenen Anwendbarkeit der Substanz in vivo verworfen. 
Das Prinzip der Vakzinierungsassays wurde unter 2.6.5 dargestellt, die Vakzinierung erfolg-
te entweder prophylaktisch (sieben Tage vor Tumorchallenge) oder therapeutisch (sieben 
Tage nach Tumorchallenge). 
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3.3.1 CpG-aktivierte dendritische Zellen induzieren eine potente Tumorprophylaxe. 
Im Rahmen der Versuche zur prophylaktischen Tumorvakzinierung konnte gezeigt wer-
den, dass bei Vakzinierung mit CpG-aktivierten DC im Mittel bei drei von fünf Mäusen, 
also bei 60% der Tiere, ein Anwachsen der Tumorzellen völlig verhindert werden konnte, 
das Tumorwachstum bei den übrigen Mäusen wurde stark verzögert (vgl. Abbildung 19). 
Die Hemmung des Tumorwachstums war dabei höchst signifikant (p<0.001). 
Bei unbehandelten Tieren hingegen wuchsen die Tumoren ungehemmt und sehr homogen 
innerhalb von etwa 20 Tagen bis zu einer Größe von ca. 4-5 cm2; diese Tiere verstarben an 
den Folgen der generalisierten Tumorerkrankung bzw. wurden euthanasiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 19: Ergebnisse der prophylaktischen Vakzinierung mit CpG-aktivierten dendri-
tischen Zellen in BALB/c-Mäusen. Die schwarze Kurve (▲) repräsentiert den Mittelwert aus insgesamt 
20 prophylaktisch vakzinierten Versuchstieren, die graue Kurve (   ) den Mittelwert aus 20 nicht-vakzinierten 
Kontrolltieren. Gezeigt ist die statistische Auswertung aus vier unabhängigen Versuchen. Fehlerbalken bezeichnen 
jeweils die Standardabweichung. Signifikanzniveau: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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3.3.2 CpG-aktivierte DC induzieren eine potente therapeutische anti-Tumor-
Wirkung. 
Die subkutan induzierten Tumoren waren zum Zeitpunkt der therapeutischen Vakzinie-
rung nach sieben Tagen durchschnittlich bereits vier Quadratmillimeter groß und somit gut 
zu tasten. Dennoch konnten diese bereits manifesten Tumoren bei durchschnittlich zwei 
von fünf Mäusen mit CpG-aktivierten DC erfolgreich therapiert werden. 40% der Tiere 
wurden somit von bereits ausgebildeten Tumoren befreit, in den übrigen Mäusen konnte 
eine Hemmung des Tumorwachstums beobachtet werden. Die Tumoren in der Kontroll-
gruppe wuchsen wiederum ungehemmt (vgl. Abbildung 20). Auch im therapeutischen An-
satz konnte eine höchst signifikante Hemmung des Tumorwachstums beobachtet werden 
(p<0.001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20: Ergebnisse der therapeutischen Vakzinierung mit CpG-aktivierten dendriti-
schen Zellen in BALB/c-Mäusen. Die schwarze Kurve (▲) repräsentiert den Mittelwert aus insgesamt 15 
therapeutisch vakzinierten Versuchstieren, die graue Kurve (    ) den Mittelwert aus 15 nicht-vakzinierten Kontroll-
tieren. Gezeigt ist die statistische Auswertung aus drei unabhängigen Versuchen. Fehlerbalken bezeichnen jeweils die 
Standardabweichung. Signifikanzniveau: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
0 
100 
200 
300 
400 
500 
0 5 10 15 20     25
Tumorfläche 
(mm2) 
Tage nach Tumorchallenge 
*** 
Vakzinierung Tumorchallenge 
48 Ergebnisse 
Drei unabhängige Versuche wurden zur Bestimmung des optimalen Zeitpunkts der thera-
peutischen Vakzinierung durchgeführt. Dabei konnte bei einem Vergleich von Mäusen, die 
an Tag 4, Tag 7 oder Tag 11 nach Tumorchallenge vakziniert wurden, beobachtet werden, 
dass die Vakzinierung an Tag 7 nach Tumorchallenge den größten Erfolg zeigt (vgl. 
Abbildung 21). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 21: Ermittlung des optimalen Zeitpunkts für die therapeutische Vakzinierung 
mit dendritischen Zellen in BALB/c-Mäusen. Die Vakzinierung an Tag 7 nach Tumorchallenge ist 
effektiver als an Tag 4 oder Tag 11 nach Tumorchallenge. Die schwarzen Kurven (▲) repräsentieren jeweils den 
Mittelwert aus 10 therapeutisch vakzinierten Versuchstieren, die graue Kurve (   ) den Mittelwert aus 10 nicht-
vakzinierten Kontrolltieren. Gezeigt ist die statistische Auswertung aus zwei unabhängigen Versuchen. Fehlerbalken 
bezeichnen jeweils die Standardabweichung. Signifikanzniveau: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. ns=nicht 
signifikant. 
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3.4 Vergleich der antitumoralen Immunantwort zweier Mausstämme  
in vivo 
Die Ergebnisse des Vakzinierungsassays zeigen, dass die Strategie zur Generierung und 
Aktivierung der DC und zur Durchführung der Vakzinierungsassays erfolgreich etabliert 
und optimiert werden konnte.  
Die oben beschriebenen Ergebnisse wurden sämtlich in BALB/c-Mäusen erreicht. 
BALB/c ist ein Mausstamm, bei dem die Immunantwort Th2-basiert ist (Hsieh et al. 1995), 
das heißt, bei dem eine antitumorale Immunantwort (die Th1-gewichtet ist) schlechter in-
duzierbar sein sollte. Es soll im folgenden untersucht werden, ob die Ergebnisse der pro-
phylaktischen und therapeutischen Vakzinierung in einem Mausstamm, dessen Immunsy-
stem eine Th1-Antwort präferiert, besser sind. 
Als Th1-gewichteter Mausstamm wurde der C57BL/6-Stamm verwendet (Heinzel et al. 
1989). Da die in unserem Modell etablierte Tumorzelllinie C26 nur in BALB/c-Mäusen 
tumorigen wirkt, musste eine zweite Tumorzelllinie für die C57BL/6-Mäuse herangezogen 
werden. Hierfür wurde MC38 verwendet, ebenfalls ein murines Kolonkarzinom, das bei 
Injektion von ebenfalls 500.000 (prophylaktischer Ansatz) bzw. 200.000 Zellen (therapeuti-
scher Ansatz) ein homogenes und der C26-Linie analog schnelles und aggressives Wach-
stum zeigt (vgl. Abbildung 22). 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 22: Wachstumskurve von C26- und MC38-Tumoren in BALB/c- bzw. C57BL/6-
Mäusen. Nach subkutaner Injektion von je 500.000 Tumorzellen zeigen beide Tumorzell-Linien vergleichbares 
homogenes Wachstum. Fehlerbalken bezeichnen jeweils die Standardabweichung. 
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3.4.1 Vergleich der Ergebnisse bei prophylaktischer Vakzinierung 
In beiden Mausstämmen wurden prophylaktische Vakzinierungsassays durchgeführt, die 
DC wurden dabei mit CpG-ODN 1826 als erwiesen potentem Aktivator, der auch DC aus 
C57BL/6 am effektivsten aktivieren konnte (vgl. 3.2.1), stimuliert. 
Die Auswertung vier unabhängiger Versuche ergab dabei, dass hinsichtlich der tumorfrei 
bleibenden Mäuse in beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied gezeigt werden konn-
te: In beiden Gruppen blieben jeweils 60% der Mäuse tumorfrei. Tendenziell wurde bei 
C57BL/6-Mäusen ein progredienteres Tumorwachstum beobachtet (vgl. Abbildung 23). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 23: Vergleich von BALB/c- und C57BL/6-Mäusen hinsichtlich der prophylakti-
schen Vakzinierung. Die schwarzen Kurven (▲) repräsentieren jeweils den Mittelwert aus 20 prophylaktisch 
vakzinierten Versuchstieren, die graue Kurve (   ) den Mittelwert aus je 20 nicht-vakzinierten Kontrolltieren.Es 
ergeben sich dabei keine signifikanten Unterschiede im Vakzinierungserfolg in den beiden Mausstämmen. Gezeigt ist 
die statistische Auswertung vier unabhängiger Versuche. Fehlerbalken bezeichnen jeweils die Standardabweichung. 
Signifikanzniveau: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. ns=nicht signifikant. 
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3.4.2 Vergleich der Ergebnisse bei therapeutischer Vakzinierung 
Drei unabhängige Versuche wurden im therapeutischen Vakzinierungsansatz durchgeführt. 
Auch hier wurden beide Mausstämme mit CpG-aktivierten DC behandelt. Während bei 
den BALB/c-Mäusen ca. 40% tumorfrei blieben bzw. sich ein bereits vorhandener Tumor 
zurückbildete, war der Vakzinierungserfolg bei C57BL/6-Mäusen signifikant geringer 
(p=0.018; vgl. Abbildung 24). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 24: Vergleich von BALB/c- und C57BL/6-Mäusen hinsichtlich der therapeuti-
schen Vakzinierung. Die schwarzen Kurven (▲) repräsentieren jeweils den Mittelwert aus 15 therapeutisch 
vakzinierten Versuchstieren, die graue Kurve (   ) den Mittelwert aus je 15 nicht-vakzinierten Kontrolltieren. Ge-
zeigt ist die statistische Auswertung drei unabhängiger Versuche. Fehlerbalken bezeichnen jeweils die Standardab-
weichung. Signifikanzniveau: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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3.5 Vergleich der Immunzellen zweier Mausstämme in vitro 
Die Ergebnisse der In-vivo-Vakzinierungsassays entsprechen also nicht der zuvor gehegten 
Vermutung, dass die Tumorvakzinierung in (Th1-gewichteten) C57BL/6-Mäusen effekti-
ver möglich sein müsste als in (Th2-gewichteten) BALB/c-Mäusen. Vielmehr erweisen sich 
die Ergebnisse als durchaus vergleichbar, wobei die Vakzinierung tendenziell in BALB/c-
Mäusen erfolgreicher war. 
Die DC beider Mausstämme werden im folgenden in vitro verglichen, mit den bereits eta-
blierten Methoden der flowzytometrischen Bestimmung der Oberflächenmarker und der 
funktionellen Methoden des IL-12-ELISA und des 3H-Thymidin-Proliferationsassays. In 
den folgenden Grafiken sind wiederum relative Prozentangaben aus insgesamt neun unab-
hängigen Versuchen aufgetragen. Wie bereits unter 3.2.1 beschrieben, wurde jeweils das 
Ergebnis aus dem Ansatz "BALB/c + GM-CSF + IL-4 + CpG-ODN 1826" als 100% 
gesetzt. 
3.5.1 Dendritische Zellen aus C57BL/6-Mäusen exprimieren weniger MHC-
Moleküle auf ihrer Oberfläche als dendritische Zellen aus BALB/c-Mäusen. 
Auch bei den DC der C57BL/6-Mäuse konnte in der flowzytometrischen Analyse erwar-
tungsgemäß die Überlegenheit von CpG-ODN 1826 bzw. LPS gegenüber TNF-α als Rei-
festimulus bestätigt werden. Dabei zeigte sich bei jeweils gleicher Stimulation im Vergleich 
der DC der beiden Mausstämme ein weitgehend identischer Prozentsatz der für die Ober-
flächenmoleküle CD80, CD86 und MHC positiven Zellen. Die Überlegenheit von CpG-
ODN 1826 und LPS gegenüber TNF-α konnte auch bei C57BL/6-DC bestätigt werden. 
Betrachtete man hingegen die Werte der mittleren Fluoreszenzintensität MFI, so zeigte sich 
ein deutlicher Unterschied bezüglich der antigenpräsentierenden Moleküle: MHC war signi-
fikant weniger dicht auf den TNF-α- (p=0.02) und höchst signifikant weniger dicht auf den 
LPS- (p=0.001) oder CpG-ODN 1826-stimulierten DC (p<0.001) aus C57BL/6-Mäusen 
exprimiert. Auch die Expression des kostimulatorischen Moleküls CD86 war bei den CpG-
stimulierten DC aus C57BL/6 signifikant geringer als bei BALB/c-DC (p=0.011), während 
die CD80-Expression keine signifikanten Unterschiede zwischen den DC der beiden 
Mausstämme aufwies (vgl. Abbildung 25). 
Die Signifikanzanalyse ist in der Grafik jeweils für die CpG-aktivierten DC ausgeführt, da 
für die in-vivo-Versuche ebenfalls CpG-aktivierte DC verwendet wurden. 
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Abbildung 25: Vergleich von dendritischen Zellen aus BALB/c- und C57BL/6-Mäusen: 
Ergebnisse der Flowzytometrie (1). Während sich bei der prozentualen Verteilung der untersuchten Mar-
ker keine Unterschiede ergeben, zeigt sich eine signifikant geringere Expression (MFI) von MHC II auf der Zell-
oberfläche von DC aus C57BL/6-Mäusen. Aufgetragen sind auf der y-Achse jeweils die relativen Prozentangaben 
basierend auf der statistischen Auswertung der neun Versuche. Als 100% wurden in jedem Versuch zur Relativie-
rung von dimensionalen Unterschieden die Ergebnisse des Ansatzes "BALB/c+GM-CSF+IL-4+CpG-
ODN1826" gesetzt. Fehlerbalken bezeichnen jeweils die Standardabweichung. Signifikanzniveau: *p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001. ns=nicht signifikant. 
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Zur Verdeutlichung ist das Ergebnis in Abbildung 26 anhand der flowzytometrischen Ori-
ginaldaten dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass (in diesem Fall CpG-ODN 1826-
stimulierte) DC aus C57BL/6-Mäusen deutlich weniger MHC-I und MHC-II auf ihrer O-
berfläche exprimieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 26: Vergleich von dendritischen Zellen aus BALB/c- und C57BL/6-Mäusen: 
Ergebnisse der Flowzytometrie (2). Es zeigt sich eine signifikant geringere Expression (MFI) von MHC I 
und MHC II auf der Zelloberfläche von DC aus C57BL/6-Mäusen. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis aus 
neun unabhängigen Versuchen. 
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3.5.2 Die dendritischen Zellen beider Mausstämme verhalten sich bezüglich der IL-
12-Produktion gleich. 
Die DC beider Mausstämme wurden auch hinsichtlich ihrer IL-12-Sekretion verglichen; im 
IL-12-ELISA konnte dabei kein signifikanter Unterschied zwischen den jeweils gleich sti-
mulierten DC gezeigt werden. 
Auch hier bestätigte sich bei C57BL/6-DC das Ergebnis von BALB/c-DC, dass TNF-α 
nicht über das Niveau des Basismediums hinaus in der Lage war, eine IL-12-Produktion zu 
induzieren (vgl. 3.2.1.2). Zusatz von LPS konnte die IL-12-Sekretion um etwa das siebenfa-
che steigern, unter Stimulation mit CpG-ODN 1826 konnte eine etwa 12fache Steigerung 
der IL-12-Produktion beobachtet werden (vgl. Abbildung 27). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 27: Vergleich von dendritischen Zellen aus BALB/c- und C57BL/6-Mäusen: 
Ergebnisse des IL-12-ELISA. Hierbei ergeben sich hinsichtlich der IL-12-Produktion keine signifikanten 
Unterschiede. Aufgetragen sind auf der y-Achse jeweils die relativen Prozentangaben basierend auf der statistischen 
Auswertung der neun Versuche. Als 100% wurden in jedem Versuch zur Relativierung von dimensionalen Unter-
schieden die Ergebnisse des Ansatzes "BALB/c+GM-CSF+IL-4+CpG-ODN1826" gesetzt. Fehlerbalken 
bezeichnen jeweils die Standardabweichung. 
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3.5.3 Die dendritischen Zellen beider Mausstämme verhalten sich bezüglich der 
Stimulation der T-Zell-Proliferation gleich. 
Ebenso wurden die DC beider Mausstämme hinsichtlich ihrer T-Zell-stimulatorischen Ka-
pazität verglichen. Wie unter 2.6.3 beschrieben, wurde dazu ein 3H-Thymidin-
Proliferationsassay verwendet. Wiederum ergab sich bezüglich der induzierten T-Zell-
Proliferation durch jeweils gleich stimulierte DC beider Mausstämme kein signifikanter 
Unterschied. 
CpG-ODN zeigte sich gerade in der geringsten DC-zu-T-Zell-Ratio als potentester Stimu-
lus im Vergleich zu LPS und TNF-α (vgl. Abbildung 28). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 28: Vergleich von dendritischen Zellen aus BALB/c- und C57 BL/6-Mäusen: 
Ergebnisse des 3H-Thymidin-Proliferationsassay. Die DC beider Mausstämme zeigen keine signifi-
kanten Unterschiede hinsichtlich der Proliferationsstimulation allogener T-Zellen. Aufgetragen sind auf der y-Achse 
jeweils die relativen Prozentangaben basierend auf der statistischen Auswertung der neun Versuche. Als 100% 
wurden in jedem Versuch zur Relativierung von dimensionalen Unterschieden die Ergebnisse des Ansatzes 
"BALB/c+GM-CSF+IL-4+CpG-ODN1826" gesetzt. Fehlerbalken bezeichnen jeweils die Standardabwei-
chung. 
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3.5.4 Die T-Zellen beider Mausstämme verhalten sich bezüglich der Stimulierbarkeit 
durch allogene dendritische Zellen gleich. 
Nachdem die Unterschiede der DC im nach bekanntem Muster durchgeführten 3H-
Thymidin-Proliferationsassay nicht signifikant waren (vgl. 3.5.3), wurde nun der Ansatz 
umgekehrt und es wurden die T-Zellen betrachtet: Die T-Zellen beider Mausstämme wur-
den hinsichtlich ihrer Stimulierbarkeit durch allogene DC untersucht.  
Dabei wurden DC aus einem dritten, zu BALB/c und C57BL/6 allogenen Mausstamm 
(einer FVB-Maus) in unterschiedlichen Verhältnissen mit T-Zellen aus BALB/c bzw. 
C57BL/6 zusammengebracht und die Proliferation der T-Zellen ausgewertet. Auch dabei 
ergab sich kein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden Mausstämmen (vgl. 
Abbildung 29).  
Auch FVB-DC zeigten nach Zusatz von CpG-ODN 1826 die größte Stimulation der T-
Zell-Proliferation. Interessanterweise war dabei jedoch in der niedrigsten Konzentration 
von 1:250 LPS dem CpG-ODN 1826 leicht unterlegen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 29: Vergleich  von T-Zellen aus BALB/c- und C57 BL/6-Mäusen: Ergebnisse 
des 3H-Thymidin-Proliferationsassay. BALB/c- und C57BL/6-T-Zellen werden durch allogene FVB-
DC nicht signifikant unterschiedlich stimuliert. Gezeigt ist ein repräsentativer Versuch aus zwei unabhängigen 
Versuchen. 
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3.5.5 Zusammenfassung des Vergleichs der beiden Mausstämme 
Nach unserer Eingangshypothese hätte der Th1-gewichtete Mausstamm C57BL/6 dem 
Th2-gewichteten Mausstamm BALB/c hinsichtlich des Vakzinierungserfolges überlegen 
sein müssen. Die Experimente zeigten jedoch sehr ähnliche Ergebnisse, bei C57BL/6-
Mäusen  war der Vakzinierungserfolg sogar geringer als bei BALB/c-Mäusen. 
Eine weitere detaillierte Untersuchung der DC und auch der T-Zellen beider Stämme zeig-
te wie oben beschrieben vergleichbare Ergebnisse, mit einer ganz wesentlichen Ausnahme: 
Die antigenpräsentierenden Moleküle MHC I und MHC II waren auf der Oberfläche von 
DC aus C57BL/6-Mäusen deutlich geringer exprimiert. Auf diesen interessanten Unter-
schied wird im Rahmen der Diskussion der Ergebnisse noch genauer eingegangen.  
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3.6 Charakterisierung der antitumoralen Immunantwort nach Vakzinie-
rung mit dendritischen Zellen 
Ein weiterer wesentlicher Punkt dieser Arbeit war es, die beobachtete In-vivo-
Immunantwort nach Vakzinierung mit CpG-aktivierten DC zu charakterisieren. Die Unter-
suchungen erfolgten dabei in dem schon länger etablierten Modell mit BALB/c-Mäusen 
und der C26-Kolonkarzinom-Zelllinie. 
3.6.1 Die induzierte Immunantwort ist systemisch wirksam. 
Im in dieser Arbeit verwendeten Ansatz wurde die Vakzine stets auf der gleichen Seite wie 
die Tumorzellen injiziert. Um auszuschließen, dass dieser lokale Zusammenhang für den 
Vakzinierungserfolg verantwortlich ist, wurde die Vakzine in mehrfachen Versuchen auf 
der kontralateralen Seite injiziert.  
Es konnte nachgewiesen werden, dass nicht nur die ipsilaterale Vakzinierung, sondern auch 
die Injektion der Vakzine auf der kontralateralen Seite eine Induktion der Antitumor-
Immunantwort zur Folge hatte. Dabei erfolgte nach dem beschriebenen Schema der pro-
phylaktischen bzw. therapeutischen Vakzinierung die Gabe von stimulierten und kokulti-
vierten DC auf der dem Tumor abgewandten Seite. Im Vergleich mit Mäusen, bei denen 
die Vakzinierung wie gewohnt ipsilateral erfolge, konnte kein signifikanter Unterschied 
festgestellt werden. Die induzierte Immunantwort führt demnach zu systemischer Wirk-
samkeit und ist unabhängig vom lokalen Bezug zum Tumor. 
60 Ergebnisse 
 
3.6.2 Die induzierte Immunantwort bietet einen Langzeitschutz auch bei Re-
Exposition. 
Mäuse, die entweder nach prophylaktischer oder therapeutischer Vakzinierung tumorfrei 
geblieben waren, wurden ohne erneute Vakzinierung einer wiederholten Tumorchallenge 
ausgesetzt.  
Dabei wurden sowohl ipsilateral als auch kontralateral (die Injektions-Seite spielte dabei wie 
zuvor beschrieben keine Rolle) bis zu 15 Wochen nach der einmaligen Vakzinierung erneut 
jeweils 500.000 Tumorzellen gespritzt. Keine einmalig erfolgreich vakzinierte Maus entwik-
kelte daraufhin einen Tumor, der in nicht vakzinierten Kontrollmäusen gleichzeitig unge-
hindert wuchs.  
Injiziert man diesen, gegen C26 inzwischen immunen, Mäusen jedoch Zellen eines anderen 
Karzinoms (in diesem Fall das in BALB/c tumorigene Nierenzellkarzinom Renca), wuch-
sen diese Tumoren ungehindert. Durch die DC-basierte Vakzinierung wird also ein immu-
nologisches Gedächtnis induziert; die Immunantwort bietet anhaltenden Schutz gegen 
Tumorwachstum auch bei Re-Exposition gegen den Tumor (vgl. Abbildung 30).  
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 30: Induktion von Langzeitimmunität gegen C26-Tumorzellen, jedoch nicht 
gegen Renca-Tumorzellen in vakzinierten Mäusen, die C26 abgestoßen hatten.Vakzinierten 
Mäuse, die C26-Tumoren bereits abgestoßen hatten, wurden bis zu 15 Wochen nach einmaliger Vakzinierung 
C26- bzw. Renca-Tumorzellen injiziert. Jede Kurve (▲) repräsentiert eine Maus, außer der Kurve für die Kontrol-
len (   , n=5). Gezeigt ist ein repräsentativer Versuch aus drei unabhängigen Experimenten. 
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3.6.3 Die induzierte Immunantwort ist spezifisch gegen Kokultur-Tumorzellen ge-
richtet. 
Zur Überprüfung der Tumorspezifität der Immunantwort wurde eine dritte Tumorzelllinie 
etabliert: das murine Nierenzellkarzinom Renca. In mehreren Vorversuchen konnte gezeigt 
werden, dass auch diese Tumorzelllinie in 100% der Mäuse zur Entwicklung eines Tumors 
führte, allerdings wuchsen diese Tumoren etwas langsamer und inhomogener als die zuvor 
benutzten C26 und MC38. Nach etwa 20 Tagen wurde eine Tumorgröße von etwa 300 
mm2 erreicht (vgl. Abbildung 31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 31: Wachstumskurve der Renca-Tumoren. Jeweils 500.000 Tumorzellen wurden subku-
tan injiziert. Die graue Kurve (   ) zeigt den Mittelwert aus vier Kontrolltieren mit der Standardabweichung, die 
schwarzen Kurven (▲) repräsentieren jeweils ein Versuchstier. Fehlerbalken bezeichnen jeweils die Standardabwei-
chung. 
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In diesem Ansatz wurden Mäuse mit DC vakziniert, die vorher entweder mit C26 oder mit 
Renca kokultiviert worden waren. Nur die DC aus der Kokultur mit den Tumorzellen der 
späteren Challenge konnten eine wirksame Immunantwort induzieren, bei Vakzinierung 
mit DC aus der „falschen“ Kokultur ergab sich kein protektiver Effekt im Vergleich zu den 
Kontrollgruppen (vgl. Abbildung 32).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 32: Spezifität der Anti-Tumorimmunantwort nach Vakzinierung mit dendriti-
schen Zellen. Nur DC aus der Kokultur mit C26 können eine Immunantwort gegen C26 induzieren (A), sind 
jedoch gegen eine Challenge mit Renca-Zellen unwirksam (B). Analog induzieren DC aus der Kokultur mit Renca 
nur eine Immunantwort gegen Renca (C), nicht jedoch gegen C26 (D). Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis aus 
drei unabhängigen Versuchen; die grauen Kurven (   ) zeigen den Mittelwert aus fünf Kontrolltieren, die schwarzen 
Kurven (▲) repräsentieren jeweils ein Versuchstier. 
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
3.7.1 Optimierung der Generierung dendritischer Zellen 
Mittels magnetischer Depletion von B- und T-Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen 
und Granulozyten aus der Knochenmarkszellsuspension konnte nach sieben Tagen Kultur 
eine Anreicherung CD80-/CD86-positiver DC von ca. 60%, nach Stimulation mit LPS 
oder CpG-ODN 1826 für 48 Stunden von über 80% erreicht werden. Damit konnte das 
bereits modifizierte und etablierte Protokoll von Inaba (Inaba et al. 1992) weiter verbessert 
werden. 
Die Zellen wurden in Medium, versetzt mit GM-CSF und IL-4, kultiviert. Als optimale 
Dosis von GM-CSF erwies sich der Zusatz von 200 U/ml, die optimale Dosis von IL-4 lag 
bei 20 ng/ml. In dieser Dosierung konnte durch IL-4 der Anteil an Makrophagen vermin-
dert und die Expression von kostimulatorischen Molekülen und MHC auf den DC erhöht 
werden. Ein inhibitorischer Effekt des Th2-Zytokins IL-4 auf die IL-12-Sekretion konnte 
nicht nachgewiesen werden.  
Zur Reifeinduktion der DC wurden verschiedene Stimuli verwendet. Dabei erwiesen sich 
CpG-ODN 1826 und LPS als potentere Stimuli im Vergleich zu TNF-α. In der flowzyto-
metrischen Bestimmung zeigte sich, dass CpG-ODN 1826 und LPS vor allem die MFI von 
CD80, CD86 und MHC II steigern. Hinsichtlich der IL-12-Sekretion ist der Effekt von 
CpG-ODN 1826 und LPS gegenüber TNF-α sogar noch deutlicher. Vergleicht man DC, 
die mit einem dieser drei Stimuli inkubiert wurden, hinsichtlich ihrer Fähigkeit, allogene T-
Zellen zur Proliferation zu induzieren, zeigt sich auch hier die Überlegenheit von CpG-
ODN 1826 und LPS gegenüber TNF-α. Dabei ist CpG-ODN 1826 gerade in der geringen 
DC-zu-T-Zell-Ratio von 1:250 auch LPS überlegen. Eine Kombination von CpG-ODN 
1826 und LPS zeigt in der flowzytometrischen Messung keinen synergistischen Effekt, 
hinsichtlich der Induktion der IL-12-Sekretion ergibt sich jedoch ein synergistisches Poten-
tial. Verwendet man statt CpG-ODN 1826 ein identisches Oligonukleotid, bei dem ledig-
lich die CG-Sequenzen ersetzt worden sind, ergibt sich kein stimulatorischer Effekt auf 
DC. 
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Vergleicht man DC aus BALB/c-Mäusen mit C57BL/6-DC hinsichtlich der beschriebenen 
in-vitro-Parameter, so ergeben sich im Ausmaß der IL-12-Sekretion bzw. auch in der Proli-
ferationsstimulation von T-Zellen keine signifikanten Unterschiede. Auch der Prozentanteil 
positiver Zellen in der Flowzytometrie ist für CD80, CD86 und MHC I und II vergleich-
bar. Die mittlere Fluoreszenzintensität MFI ist für MHC I und II bei DC aus C57BL/6-
Mäusen aber signifikant niedriger als bei DC aus BALB/c-Mäusen.  
3.7.2 Tumortherapie mit dendritischen Zellen bei verschiedenen Mausstämmen im 
Vergleich 
Für die Vakzinierungsassays in vivo wurden DC verwendet, die mit CpG-ODN 1826 sti-
muliert und mit bestrahlten Tumorzellen kokultiviert wurden. Versuche mit DC, die ent-
weder nicht stimuliert oder aber nicht mit bestrahlten Tumorzellen kokultiviert worden 
waren, zeigten einen sehr geringen tumorprotektiven Effekt. Ebenso kam es nach Vakzi-
nierung lediglich mit bestrahlten Tumorzellen zu keiner Anti-Tumor-Immunantwort.  
Bei BALB/c-Mäusen, denen subkutan C26-Tumorzellen injiziert wurden, zeigte sich nach 
Vakzinierung mit stimulierten und kokultivierten DC, dass im prophylaktischen Ansatz 
60% der Mäuse tumorfrei blieben. Im therapeutischen Ansatz konnten 40% der Mäuse von 
ihren Tumoren geheilt werden. In beiden Ansätzen konnte in den vakzinierten Mäusen, die 
dennoch Tumoren entwickelten, eine Hemmung des Tumorwachstums beobachtet wer-
den. 
Im Vergleich der Mausstämme BALB/c und C57BL/6 zeigte sich, dass der Vakzinierung-
serfolg in den Th1-gewichteten C57BL/6-Mäusen - entgegen der theoretischen Erwartun-
gen - tendenziell sowohl im prophylaktischen wie auch im therapeutischen Ansatz schlech-
ter war als bei Th2-gewichteten BALB/c-Mäusen. 
Die Anti-Tumor-Immunantwort in den Mäusen erwies sich als systemisch wirksam, also 
unabhängig vom Ort der Tumorinduktion bzw. Vakzinierung. Durch die Vakzinierung 
wurde ein Langzeit-Memory-Effekt induziert; die Mäuse waren nach einmaliger Vakzinie-
rung über einen langen Zeitraum immun gegen mehrfache Tumorchallenge. Ebenso konn-
te nachgewiesen werden, dass die induzierte Immunantwort in den Mäusen tumorspezi-
fisch war; wurden den Mäusen Zellen einer anderen Tumorzell-Linie injiziert, wuchsen 
diese "fremden" Tumoren ungehemmt.  
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4 Diskussion 
Analog zur Gliederung des Ergebnisteils soll hier zunächst auf die Methodik der Generie-
rung muriner DC aus Knochenmarksvorläuferzellen, auf die Kultur und Reifung der DC 
bzw. das Protokoll der Tumorvakzinierung eingegangen werden. Anschließend wird sich 
die Diskussion mit der genaueren Charakterisierung der durch die DC-basierte Vakzinie-
rung induzierten Immunantwort beschäftigen, um dann abschließend einen Ausblick über 
die Zukunft der DC-basierten Vakzinierung bzw. von CpG-ODN in der Immuntherapie 
zu geben. 
4.1 Methodik zur Generierung und Kultur dendritischer Zellen 
 
4.1.1 Gewinnung dendritischer Zellen aus Knochenmarksvorläuferzellen 
Dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Protokoll zur Generierung von DC aus 
Knochenmarksvorläuferzellen liegt die Arbeit von Inaba (Inaba et al. 1992) zugrunde. We-
sentlicher Schritt in der Modifikation dieses Protokolls war die magnetische Depletion von 
Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten aus der Knochenmarkssuspension. Da-
durch war die Anreicherung von DC sehr viel effektiver möglich als durch das vorsichtige 
Waschen der Zellkultur in den ersten Tagen. Durch Optimierung des Zusatzes von GM-
CSF und IL-4 konnten effektiv DC generiert und kultiviert werden (vgl. 3.1). Der Prozent-
satz CD80-/CD86-positiver DC lag dabei nach sieben Tagen Kultur in IL-4 (20 ng/ml) 
und GM-CSF (200 U/ml) bei etwa 60%, nach Zugabe von CpG-ODN konnte dieser An-
teil auf über 80% gesteigert werden.  
Wie beim Menschen ist auch bei Mäusen eine Generierung von DC nicht nur aus dem 
Knochenmark, sondern auch aus Monozyten des peripheren Blutes möglich. Diese DC 
haben in vitro und auch in ihrer Eigenschaft als Tumorvakzine in vivo ähnliche Eigen-
schaften wie DC aus Knochenmarksvorläuferzellen (Schreurs et al. 1999), so dass sich hier 
neue Möglichkeiten der DC-Gewinnung in Mäusen ergeben. 
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4.1.2 Rolle von GM-CSF 
Als wichtige Bestandteile der Kulturlösung sind für die Generierung von DC GM-CSF und 
IL-4 zu nennen. GM-CSF als Wachstumsfaktor stimuliert dabei das Wachstum aller mye-
loiden Zellreihen, also nicht nur von Granulozyten und Makrophagen, sondern eben auch 
von DC (Caux et al. 1992). Eine Konzentration von 200 U/ml erwies sich in unseren Ver-
suchen einer geringeren Konzentration von 100 U/ml überlegen und wurde deshalb zur 
Kultivierung von DC eingesetzt (vgl. 2.5.1.1). 
GM-CSF lässt sich nicht nur in vitro zur Generierung von DC einsetzen, sondern entfaltet 
auch bei systemischer Anwendung beim Menschen eine proliferations- und aktivitätsstei-
gernden Wirkung auf DC (Demir et al. 2003; Kiertscher et al. 2003) und kann somit als 
Adjuvans bei der Tumortherapie eingesetzt werden. 
4.1.3 Rolle von IL-4 
Neben dem GM-CSF erweist sich IL-4 als wichtiger Zusatz im Medium bei der Generie-
rung und Kultur von DC. Für IL-4, ein klassisches Zytokin der Th2-Antwort, wird in vivo 
eine Hemmung von IL-12, das für eine Th1-Antwort nötig ist, angenommen. Dabei ist 
jedoch keine direkte gegenseitige Suppression von IL-4 und IL-12 beschrieben (Seder et al. 
1993; Constant and Bottomly 1997); teils wird auch eine Steigerung der IL-12-Sekretion 
durch IL-4 in vitro beobachtet, wenn IL4 während der Stimulation von DC anwesend ist 
(Ebner et al. 2001). IL-4 inhibiert bei der Kultur von DC die Bildung und Proliferation von 
CD14+ Zellen und führt so zu einer Anreicherung von DC in der Kultur, außerdem ver-
längert es die Lebensdauer von DC (Rougier et al. 1998). Auch IL-4 ist für die systemische 
Anwendung untersucht worden und führt, zusammen mit GM-CSF, auch in vivo zur Proli-
feration und Aktivierung von DC (Kiertscher et al. 2003). 
In dieser Arbeit konnte eine inhibierende Wirkung von IL-4 auf IL-12 nicht belegt werden, 
auch bei Dosissteigerung zeigte sich keine Beeinflussung der IL-12-Sekretion. Eine zu-
nehmende Konzentration von IL-4 führte zu einer Abnahme der Gesamt-Zellzahl; eine 
signifikant vermehrte Expression von kostimulatorischen und antigenpräsentierenden Mo-
lekülen auf der Zelloberfläche konnte unter IL-4-Zusatz im Vergleich zu Medium ohne IL-
4 nicht beobachtet werden, ebenso zeigte sich kein signifikanter Unterschied bezüglich der 
IL-12-Produktion sowie der Stimulation allogener T-Zellen (vgl. 3.1.3). 
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4.2 Einfluss unterschiedlicher Stimuli auf  die Reife dendritischer Zellen 
 
4.2.1 Bedeutung des Reifezustandes dendritischer Zellen 
Unreife DC nehmen Antigen auf und prozessieren es, das Priming (und damit die Indukti-
on einer antigenspezifischen Immunantwort) erfolgt jedoch durch reife DC (Banchereau 
and Steinman 1998). Unreife DC können die T-Zell-Proliferation inhibieren und induzie-
ren die Bildung IL-10-sezernierender, regulatorischer T-Zellen (Jonuleit et al. 2000). So 
können unreife DC durch antigenspezifische T-Zell-Inhibierung sogar zu Toleranz be-
stimmter Antigene führen (Dhodapkar et al. 2001; Jonuleit et al. 2001). Die Bedeutung von 
IL-10 zeigt sich auch in der Tatsache, dass mit IL-10 behandelte DC eine T-Zell-
Inhibierung und damit Toleranz induzieren (Steinbrink et al. 1997). 
Es konnte nachgewiesen werden, dass die antitumorale Wirkung der DC-basierten Vakzine 
in vivo mit dem Reifegrad der DC in vitro korreliert (Labeur et al. 1999; Brunner et al. 
2000). Mit höherem Reifegrad wird die Expression kostimulatorischer und antigenpräsen-
tierender Moleküle auf der Oberfläche der DC hochreguliert; reife DC sind in höherem 
Maß als unreife DC in der Lage, in vitro T-Zellen zu stimulieren. Darüber hinaus bilden 
reife DC mehr IL-12, wesentliches Zytokin für die Th1-basierte antitumorale Immunant-
wort (Macatonia et al. 1995; Jonuleit et al. 2000). Dabei produzieren noch unreife DC, die 
bereits dem Reifestimulus ausgesetzt sind, mehr IL-12 als maximal ausgereifte DC; die IL-
12-Produktion kann durch IL-10 (ein klassisches Th2-Zytokin) inhibiert werden (Ebner et 
al. 2001). 
IL-12 ist für die antitumorale, Th1-basierte Immunantwort ein zentrales Zytokin. Es indu-
ziert die Sekretion von IFN-γ aus NK- und T-Zellen (Seder et al. 1993), stellt einen Wach-
stumsfaktor für aktivierte NK-Zellen dar und steigert deren zytotoxische Wirkung und 
unterstützt die Generierung von zytotoxischen T-Zellen (Trinchieri 1995). Die vorliegende 
Arbeit zeigt, dass CpG-ODN als potentester Reifestimulus eine höhere IL-12-Produktion 
induzieren konnte als LPS oder TNF-α (vgl. 3.2.1.2). Analog dazu zeigten CpG-stimulierte 
DC in unseren Versuchen die potenteste antitumorale Wirkung, verglichen mit LPS- oder 
TNF-α-stimulierten DC. Eine Kombination von CpG-ODN 1826 mit LPS in vitro als 
Reifestimulus führte dabei zu einem synergistischen Effekt und einer weiteren Steigerung 
der IL-12-Produktion (vgl. 3.2.2), so dass sich hier weitere Möglichkeiten der DC-
Stimulation mit konsekutiv möglicherweise besserem Vakzinierungserfolg eröffnen. 
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Es sind einige klinische Studien zu erwähnen, die eine Vakzine aus unreifen DC verwenden 
und damit in wenigen Fällen antigenspezifische Immunantworten induzieren konnten 
(Lodge et al. 2000; Takahashi et al. 2003), jedoch ist nach den vorhandenen Befunden an-
zunehmen, dass Vakzinierungsstrategien mit reifen DC mehr Erfolg versprechen (Rieser et 
al. 1999; Thurner et al. 1999; Bedrosian et al. 2003).  
Ein optimaler Reifestimulus sollte die DC in die Lage versetzen, eine potente Th1-basierte 
Immunantwort zu induzieren, und er sollte idealerweise zur Erweiterung der therapeuti-
schen Möglichkeiten auch problemlos in vivo angewendet werden können. In der vorlie-
genden Arbeit wurden für die Stimulation der DC in vitro TNF-α, LPS und CpG-ODN 
1826 direkt miteinander verglichen. Alternative Stimuli für die Reifung von DC in vitro, die 
ebenfalls gute Ergebnisse hinsichtlich Phänotyp und Funktionalität zeigten, sind beispiels-
weise CD40L (Labeur et al. 1999), OK-432 mit Prostaglandin E2 (Sato et al. 2003), Hsp70 
(Ueda et al. 2004) oder Hsp70-like peptide 1 (Wan et al. 2004). 
4.2.2 TNF-α als Reifestimulus 
TNF-α, ein häufig benutzter Reifestimulus für DC, ist für die Anwendung in vivo zu to-
xisch. Bei der Anwendung in vitro zeigte sich TNF-α  in dieser Arbeit als weniger potenter 
Faktor für die Reifestimulation von DC als LPS oder CpG-ODN 1826: Zwar konnten 
unter TNF-α vergleichbar viele CD80-/CD86-positive Zellen in der Flowzytometrie nach-
gewiesen werden wie unter LPS oder CpG-ODN 1826; die Dichte dieser kostimulatori-
schen Moleküle war jedoch geringer als unter den beiden anderen Stimuli (vgl. 3.2.1.1). 
Bezüglich der IL-12-Produktion konnte mit TNF-α keine Stimulation über das Basismedi-
um hinaus erreicht werden (vgl. 3.2.1.2), und auch bei der Stimulation allogener T-Zellen 
zeigten sich TNF-α-aktivierte DC unterlegen (vgl. 3.2.1.3). Parallele Ergebnisse finden sich 
auch in Arbeiten anderer Autoren (Brunner et al. 2000). 
Auch für die Induktion einer antitumoralen Immunantwort in vivo sind TNF-α-stimulierte 
DC weniger geeignet als LPS- oder CpG-ODN 1826-stimulierte DC (Brunner et al. 2000). 
Interessanterweise gibt es Hinweise, dass TNF-α-gereifte DC tendenziell eher zu einer 
Th2-Antwort führen, im Gegensatz zu z.B. LPS (Kikuchi et al. 2003); für eine potente anti-
tumorale Immunreaktion ist jedoch eine Th1-basierte Reaktion des Immunsystems ent-
scheidend. 
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4.2.3 LPS als Reifestimulus 
LPS ist für die Anwendung in vivo ebenfalls zu toxisch, wobei die Toxizität von LPS durch 
Zusatz von CpG-ODN noch verstärkt wird (Cowdery et al. 1996). Als Stimulus für DC in 
vitro ist es nach den Befunden vorliegender Arbeit jedoch gut geeignet: Ähnlich potent wie 
CpG-ODN 1826 führt es zu einer Hochregulation der Expression kostimulatorischer Mo-
leküle und MHC, bei der Induktion der IL-12-Sekretion zeigt sich LPS jedoch dem CpG-
ODN unterlegen, ebenso wie bei der Stimulierung der T-Zell-Proliferation, hier gerade bei 
der geringsten DC-zu-T-Zell-Ratio von 1:250 (vgl. 3.2.1).  
Andere Arbeiten in vitro zeigen, dass DC durch LPS oder CpG-ODN ähnlich stimuliert 
und zur IL-12-Bildung angeregt werden (Atkins et al. 2003). Nach einer Stimulation mit 
LPS produzieren DC nur vorübergehend IL-12, werden nach einiger Zeit jedoch refraktär, 
so dass nach einer ersten Th1-Induktion dann eher Th2-Antworten induziert werden 
(Langenkamp et al. 2000). Dies ist ein Hinweis darauf, dass eine zu lange Stimulationsdauer 
für DC eher von nachteiligem Effekt ist. Vorversuche zu dieser Arbeit zeigen, dass wie für 
CpG-ODN auch für LPS eine Stimulation von 48 Stunden optimal für die DC ist. 
Versuche im humanen System haben gezeigt, dass CpG und LPS unterschiedliche Muster 
der Aktivierung in humanen Monozyten bewirken (Hartmann and Krieg 1999). Dabei rea-
gieren DC aus dem peripheren Blut gut auf CpG-ODN als Reifestimulus, schlecht hinge-
gen auf LPS, DC aus Monozyten zeigen jedoch umgekehrt eine gute Antwort auf CpG-
ODN, nicht jedoch auf LPS  (Hartmann et al. 1999). 
LPS vermittelt seine Wirkung - wie auch CpG-ODN - über Toll like receptors und den NF-
kappaB Pathway (Rescigno et al. 1998). LPS aus E.coli, wie es auch in vorliegender Arbeit 
verwendet wurde, agiert dabei über den TLR-4 und induziert die Bildung von IFN-γ sowie 
die Produktion von IL-12 in DC. IL-4, IL-5 oder IL-13 werden dabei nicht oder nur in 
geringem Maß gebildet, die induzierte Immunantwort ist somit Th1-basiert (Pulendran et 
al. 2001). 
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4.2.4 CpG-ODN als Reifestimulus 
CpG-ODN wirken als potente Reifestimuli auf DC (Jakob et al. 1998; Sparwasser et al. 
1998), was auch in den Ergebnissen vorliegender Arbeit bestätigt werden konnte (vgl. 
3.2.1). Die Wirkung auf DC resultiert in einer Hochregulation von kostimulatorischen Mo-
lekülen und von antigenpräsentierenden MHC-Molekülen auf der Oberfläche. Die DC 
produzieren vermehrt IL-12 und sind in der Lage, die Proliferation von allogenen T-Zellen 
anzuregen. Gerade in der IL-12-Sekretion und der Stimulation der T-Zell-Proliferation 
auch bei geringer DC-zu-T-Zell-Ratio zeigt sich CpG-ODN 1826 dem TNF-α und auch 
LPS überlegen (vgl. 3.2.1).  
CpG-ODN induzieren die Reifung von DC, zusätzlich zeigt sich, dass die spontane Apop-
tose von DC verhindert wird (Park et al. 2002), transient kann eine Verbesserung der Anti-
genprozessierung und eine Verlängerung der Halbwertszeit von Peptid-MHC-Komplexen 
beobachtet werden. Allerdings werden bei längerer Stimulation keine MHC-Komplexe 
mehr gebildet (Askew et al. 2000). Analog zu Befunden für LPS zeigt sich auch hier, dass 
eine zu lange Stimulation von DC nachteilige Wirkung hat. Als optimal erwies sich in dieser 
Arbeit eine Stimulationsdauer von 48 Stunden, danach kam es zur vermehrten Apoptose 
von DC.  
Bei der Anwendung in vivo, die für CpG-ODN relativ problemlos möglich ist (Lipford et 
al. 1997; Krieg et al. 1999), können CpG-ODN sowohl angeborenes wie auch erworbenes 
Immunsystem induzieren. Dabei ist die unterschiedlich stark ausgeprägte Aktivierung von 
B-Zellen oder NK-Zellen in vivo abhängig von den das CG-Motiv flankierenden Basen 
und vom DNA-Backbone. In Mäusen zeigte beispielsweise CpG-ODN 1585 eine potente 
Induktion auf die Aktivität von NK-Zellen, während das Zytokinmilieu oder B-Zellen rela-
tiv wenig beeinflusst wurden. CpG-ODN 1826 hingegen, das auch in vorliegender Arbeit 
verwendet wurde, induziert die Zytokinbildung nach dem Th1-Muster und eine erhöhte 
Aktivität von B-Zellen (Ballas et al. 2001). Unter 4.7 wird näher auf die vielfältigen Mög-
lichkeiten der CpG-ODN im Rahmen der Immuntherapie eingangen.  
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4.3 Protokoll zur Tumorvakzinierung 
 
4.3.1 Antigenpulsung dendritischer Zellen 
Nächster Schritt in der Herstellung der Tumorvakzine ist nach der Generierung dendriti-
scher Zellen die Beladung bzw. Pulsung der (noch unreifen) DC mit Tumorantigen. Wie 
schon unter 1.1.2 angedeutet, gibt es vielfältige Möglichkeiten, diese Beladung zu erreichen. 
Arbeitet man dabei nicht mit spezifischen Tumorpeptiden (z.B. MAGE-3, CEA) oder 
RNA, sondern mit ganzen Tumorzellen, bieten sich zur Antigenbeladung die Kokultur der 
Tumorzellen mit unreifen DC bzw. die Fusion von Tumorzellen mit DC an.  
Eine Fusion von Tumorzellen und DC kann durch unterschiedliche Methoden erzielt wer-
den, neben PEG-induzierter Fusion (Gong et al. 1997) bieten Gentransfer (Phan et al. 
2003) oder Elektrofusion (Trevor et al. 2004) neue Ansätze, wodurch die Gewinnung fu-
sionierter Zellen mit sehr viel höherem Effizienzgrad möglich wird. Dennoch ist die Fusi-
on von DC mit Tumorzellen im Vergleich zu einer Kokultur von DC mit Tumorzellen ein 
relativ aufwendiges Verfahren. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Methode der 
Kokultur der Zellfusion hinsichtlich der Antigenbeladung nicht nachsteht (Celluzzi and 
Falo 1998; Seiderer 2002).  
In dieser Arbeit wurde durch die insgesamt dreitägige Kokultur der DC mit bestrahlten 
Tumorzellen weder eine Inhibition der Expression kostimulatorischer und antigenpräsen-
tierender Moleküle noch der IL-12-Synthese oder der T-Zell-Stimulation der DC beobach-
tet. Die bestrahlten Tumorzellen hatten also keinen immunsuppressiven Effekt. Auch 
nachfolgende Arbeiten zeigen, dass mit bestrahlten Tumorzellen gepulste DC als Vakzine 
erfolgreich eingesetzt werden können (Liu et al. 2004). 
Werden DC nicht mit Antigen beladen, können diese ungepulsten DC auch einen antitu-
moralen Effekt vermitteln, der dann jedoch nicht CD8-abhängig, sondern über NK-Zellen 
vermittelt wird (van den Broeke et al. 2003). Eigene Vorversuche zeigten, dass ungepulste 
DC zwar einen geringen tumorhemmenden Effekt hatten, die Ergebnisse waren jedoch 
nicht mit dem tumorprotektiven Effekt der antigengepulsten DC vergleichbar.  
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4.3.2 Aktivierung der gepulsten dendritischen Zellen 
Der nächste Schritt in unserem Protokoll umfasst die Aktivierung der (mittlerweile mit 
Antigen beladenen) DC mit einem Reifestimulus. Dabei wurde für die In-vivo-Assays 
CpG-ODN 1826, das sich in unseren Versuchen in vitro als der potenteste DC-Stimulus 
herausgestellt hatte, verwendet.  
Einige Arbeiten mit nicht aktivierten, lediglich mit GM-CSF (Gong et al. 1997) bzw. GM-
CSF und IL-4 (Celluzzi and Falo 1998) kultivierten, DC als Vakzine erzielten dennoch gute 
Erfolge. Die Ursache dieses guten Vakzinierungserfolgs mit unreifen DC ist unklar. Als 
eine Möglichkeit wurde diskutiert, dass der bekannt Th1-basierte (Heinzel et al. 1989) 
Mausstamm C57BL/6 verwendet wurde bzw. dass langsam wachsende Tumoren (MC38 
bzw. 3LL) induziert wurden (Seiderer 2002). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zei-
gen jedoch, dass - entgegen dieser Vermutung - MC38 eine zu C26 identische, aggressive 
Wachstumskurve zeigt, und die Vakzinierung mit CpG-gepulsten DC in C57BL/6 nicht 
erfolgreicher war als in BALB/c (vgl. 3.4).   
Alleine aus der Divergenz dieser Befunde ergibt sich bereits, dass eine sorgfältige verglei-
chende Evaluation der unterschiedlichen Vakzinierungsprotokolle notwendig ist.  
Aufgrund der beschriebenen Korrelation der antitumoralen Immunantwort mit dem Reife-
grad der der DC wurden in dieser Arbeit CpG-aktivierte DC verwendet. CpG-ODN 1826 
hatte sich in vitro als potentester Stimulus für die Aktivierung von DC herausgestellt, so 
dass auch von einer potenten Induktion der antitumoralen Immunantwort auszugehen war 
(Labeur et al. 1999; Brunner et al. 2000). 
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4.3.3 Anwendung der Vakzine 
Die Applikation der Vakzine ist eine weitere grundsätzliche Frage. In der Literatur wird 
beschrieben, dass DC nach intravenöser Injektion vor allem in die Milz wandern, während 
sie nach subkutaner Injektion vor allem in die T-Zell-Bereiche der drainierenden Lymph-
knoten migrieren (Eggert et al. 1999). Auch eine intratumorale Gabe von DC wurde im 
murinen Modell erfolgreich durchgeführt (Candido et al. 2001; Schmidt et al. 2003). Arbei-
ten am Menschen zeigten widersprüchliche Ergebnisse. So ergab sich in einer Arbeit kein 
Unterschied hinsichtlich der T-Zell-Antwort bei intravenöser, intradermaler oder intra-
lymphatischer Applikation von DC beim Menschen, die IFN-γ-Produktion war jedoch bei 
intradermaler und intralymphatischer Injektion am ausgeprägtesten (Fong et al. 2001). Wei-
ter zeigten sich beim Vergleich intravenöser, intradermaler und intranodaler Injektion bei 
intranodaler Injektion die besten T-Zell-Antworten (Bedrosian et al. 2003).  
In der vorliegenden Arbeit im murinen Modell wurde die Vakzine subkutan gespritzt, was 
eine Migration der DC in die drainierenden Lymphknoten zur Folge haben sollte. Gerade 
bei der Maus ist diese Methode in der Anwendung einfacher und komplikationsärmer als 
die intravenöse Injektion.  
Ein interessanter Befund ist, dass zu dicht aufeinanderfolgende DC-Vakzinierung zu ver-
minderter CTL-Aktivität führen kann, in einem Fall nach 6 Wochen bei wöchentlicher 
Anwendung in Mäusen (Serody et al. 2000). Teilweise scheint jedoch eine mehrfache Gabe 
von DC nötig zu sein, wenn eine zu kurze Dauer der Immunität beobachtet wird; Restimu-
lation mit DC zeigte dabei gute Erfolge hinsichtlich des immunologischen Gedächtnisses 
(Ludewig et al. 1999). 
In dieser Arbeit zeigte sich, dass im therapeutischen Ansatz eine zu frühe Vakzinierung 
nach Tumorinduktion keinen Vorteil bringt. Bei Vakzinierung an Tag 4 nach Tumorchal-
lenge war, wie auch bei Vakzinierung an Tag 11, der Vakzinierungserfolg signifikant gerin-
ger als bei Vakzinierung an Tag 7 (vgl. 3.3.1). Daraus lässt sich ableiten, dass der Tumor 
erst eine gewisse Immunogenität erreichen muss, bis eine therapeutische Vakzine erfolg-
reich eingreifen kann. Hat der Tumor jedoch eine bestimmte Größe überschritten, scheint 
er der Immuntherapie mit DC-basierter Vakzinierung nicht mehr genügend zugänglich. 
Auch diese Faktoren spielen eine große Rolle für den Erfolg einer Vakzinierungsstrategie. 
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4.4 Immunantwort in zwei Mausstämmen 
Die antitumorale Immunantwort zweier Mausstämme wurde in vorliegender Arbeit in vivo 
verglichen, die Immunzellen anschließend vergleichend in vitro untersucht. 
4.4.1 Einfluss von Th1 und Th2 auf die Immunantwort 
Auf die Bedeutung der Th1- bzw. Th2-Zellen wurde bereits unter 1.1.3 eingegangen. Kurz 
zusammengefasst sind Th1-Zellen dem erworbenen Immunsystem zugeordnet und entste-
hen unter dem Einfluss von IL-12 und IFN-γ. Th1-Zellen produzieren IL-2, IFN-γ, TNF 
und Lymphotoxin und induzieren zell-mediierte Immunantworten. Th2-Zellen hingegen 
entstehen unter IL-4-Einfluss und sezernieren IL-4, IL-5 und IL-10. Sie sind dem humora-
len Anteil des Immunsystems zugeordnet und induzieren Proliferation und Differenzierung 
von B-Zellen. IL-10 ist dabei potentiell immunsuppressiv wirksam (Dummer et al. 1995).  
Für eine erfolgreiche antitumorale Immunantwort ist eine Th1-basierte T-Zell-Antwort 
entscheidend. Die Immuntherapie von Tumoren in Mausstämmen, die Th1-gewichtet sind, 
sollte also leichter zum Erfolg führen als in Th2-gewichteten Mäusen. Ein Ziel dieser Ar-
beit war es, diese These zu untersuchen. C57BL/6-Mäuse waren dabei die Vertreter der 
Th1-Seite, BALB/c-Mäuse die Vertreter der Th2-Seite. Es ist beschrieben, dass DC aus 
C57BL/6 mehr IL-12 produzieren, sowie deren T-Zellen auch mehr IFN-γ sezernieren; 
BALB/c-Splenozyten hingegen produzieren mehr IL-4 (Liu et al. 2000). 
Beide Mausstämme wurden mit CpG-aktivierten, mit bestrahlten Tumorzellen kokultivier-
ten DC vakziniert. Der Assay erfolgte entweder prophylaktisch oder therapeutisch. Die 
verwendeten Tumoren (C26 für BALB/c und MC38 für C57BL/6) zeigten ein identisches, 
aggressives Größenwachstum nach subkutaner Injektion (vgl. 3.4). Die Ergebnisse dieser 
Arbeit zeigen, dass trotz Th1-Wichtung die Vakzinierung in C57BL/6- nicht erfolgreicher 
war als in BALB/c-Mäusen, im Gegenteil waren C57BL/6-Mäuse schlechter zu behandeln. 
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4.4.2 Einfluss antigenpräsentierender Moleküle auf die Induktion der  
Immunantwort 
Um einen Hinweis auf den Mechanismus der DC-Therapie zu bekommen, wurden die DC 
beider Mausstämme in vitro unter unterschiedlicher Stimulation verglichen; als Reifestimuli 
wurden wiederum TNF-α, LPS und CpG-ODN 1826 verwendet (vgl. 3.2). Hinsichtlich der 
Expression von Oberflächenmolekülen in der Flowzytometrie, hinsichtlich IL-Produktion 
und hinsichtlich der Stimulation von allogenen T-Zellen zeigten die untersuchten DC keine 
signifikanten Unterschiede. Auffällig war jedoch, dass die Dichte (mean fluorescence intensity) 
von MHC-Molekülen auf der Oberfläche von DC aus C57BL/6 signifikant geringer war als 
auf DC aus BALB/c. Eine Untersuchung der T-Zellen ergab, dass eine Stimulation der T-
Zell-Proliferation durch allogene DC in beiden Mausstämmen in gleichem Maße möglich 
war. 
Angesichts dieser erhobenen Befunde liegt die These nahe, dass eine geringe Expression 
von antigenpräsentierenden Molekülen Einfluss auf die Ausprägung der antitumoralen 
Immunantwort hat. DC, die weniger MHC-Komplexe auf der Oberfläche exprimieren, 
könnten Antigen weniger effizient präsentieren als DC mit einer Überexpression von MHC 
auf der Oberfläche. Für Tumorzellen ist beispielsweise bekannt, dass eine höhere Dichte 
von MHC auf Tumorzellen durchaus die Antigenpräsentation fördert und den Tumor im-
munogener machen kann (Remedi et al. 2003).  
Die mangelnde Dichte antigenpräsentierender Moleküle auf der Oberfläche der C57BL/6-
DC könnte also die Ursache für den schlechteren Vakzinierungserfolg sein. Interessant ist 
dabei die gedankliche Verbindung zu einer früheren Arbeit (Gong et al. 1997), bei der 
C57BL/6-Mäuse sehr erfolgreich mit DC gegen das auch in der vorliegenden Arbeit ver-
wendete Kolonkarzinom MC38 vakziniert werden konnten. Denkbar ist, dass dieser Erfolg 
durch die Methode der Fusion der DC mit Tumorzellen möglich wurde, durch die das An-
tigen effektiver präsentiert werden konnte. Die einfache Kokultur könnte bei DC, welche 
nur eine geringe Dichte antigenpräsentierender Moleküle aufweisen (wie DC aus 
C57BL/6), hinsichtlich der Antigenpräsentation schlicht nicht ausreichend sein. 
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4.5 Charakterisierung der Immunantwort 
Ein weiterer wichtiger Bestandteil der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der 
erzielten antitumoralen Immunantwort. Dass durch die DC-basierte Vakzinierung erfolg-
reiche Immunantworten induziert werden konnten, machen die Ergebnisse der durchge-
führten In-vivo-Vakzinierungsassays deutlich. 
4.5.1 Systemische Wirksamkeit der DC-basierten Vakzinierung 
Wie zuvor beschrieben, wandern subkutan injizierte DC vor allem in die drainierenden 
Lymphknoten (Eggert et al. 1999). Im in dieser Arbeit verwendeten Vakzinierungsproto-
koll wurde die Vakzine ipsilateral zum induzierten Tumor injiziert (Vakzine und Tumorzel-
len jeweils in die rechte Flanke der Maus), so dass sich die Frage stellte, ob die antitumorale 
Wirkung lediglich ein lokaler Effekt ist.  
Die Ergebnisse der dazu durchgeführten Versuche (vgl. 3.6.1) zeigten jedoch, dass die tu-
morprotektive Wirkung auch dann gegeben war, wenn Vakzine und Tumorzellen jeweils 
auf der Gegenseite injiziert wurden. Die injizierten DC interagieren offensichtlich mit den 
T-Zellen im drainierenden Lymphknoten und induzieren damit eine systemische Anti-
Tumor-Antwort.  
4.5.2 Langzeit-Wirksamkeit der DC-basierten Vakzinierung 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (vgl. 3.6.2) zeigen, dass die Immunität gegen die 
injizierten Tumorzellen bei einmalig erfolgreich vakzinierten Tieren auch über lange Zeit 
aufrecht erhalten werden konnte. Die Tiere wurden über einen Zeitraum von insgesamt 15 
Wochen beobachtet, während derer sie mehrfach eine Challenge mit Tumorzellen erhiel-
ten. Keines der Tiere entwickelte einen Tumor, obwohl nur eine einmalige Vakzinierung 
erfolgte. Eine einmalige Vakzinierung mit CpG-gepulsten DC war ausreichend, um eine 
langanhaltende Immunität gegen den Tumor zu garantieren. 
Injizierte man diesen gegen C26 immunen Tieren Tumorzellen eines anderen Karzinoms, 
konnten diese ungehindert anwachsen, was belegt, dass die erzielte Immunität nur gegen 
die Tumorzellen besteht, mit denen die DC während der Zeit der Kokultur in Kontakt 
waren. 
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Dass DC-basierte Vakzinierung ein immunologisches Gedächtnis induzieren kann, ist 
mehrfach belegt (Mayordomo et al. 1995; Paglia et al. 1996; Zitvogel et al. 1996; Goldszmid 
et al. 2003), teils konnte auch der Nachweis von Gedächtnis-T-Zellen geführt werden 
(Xiang et al. 1998; Veiga-Fernandes et al. 2000). Wird ein Nachlassen der Immunantwort 
beobachtet, kann eine Restimulation mit DC die Bildung des Gedächtnisses induzieren 
(Ludewig et al. 1999).  
4.5.3 Antigenspezifität der DC-basierten Vakzinierung 
Ziel einer Vakzinierung mit antigengepulsten DC ist es, eine spezifisch gegen dieses Anti-
gen gerichtete Immunantwort zu induzieren, vermittelt über T-Zellen und das erworbene 
Immunsystem. NK-Zellen als Zellen des angeborenen Immunsystems spielen ebenfalls 
eine wichtige Rolle bei der antitumoralen Immunantwort (Cerwenka and Lanier 2001; Wu 
and Lanier 2003), wobei diese dann nicht antigenspezifisch ist. 
Um dies nachzuweisen und eine unspezifische Immunantwort (z.B. über NK-Zellen) aus-
zuschließen, wurden in dieser Arbeit Mäuse mit C26- oder Renca-gepulsten DC vakziniert, 
und anschließend C26- oder Rencazellen injiziert (vgl. 3.6.3). Erwartungsgemäß zeigte sich 
ein Vakzinierungserfolg gegen einen Tumor nur bei den Tieren, die mit DC aus einer Ko-
kultur mit eben diesem Tumor behandelt worden waren, während bei den mit der nicht 
korrespondierenden Vakzine behandelten Tieren die Tumoren unverändert wuchsen. Eine 
antigenspezifische Wirkung DC-basierter Vakzine konnte auch in der Literatur bereits 
nachgewiesen werden (Nestle et al. 1998; Song et al. 2000).   
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4.6 Anwendung von dendritischen Zellen in klinischen Studien 
 
Die Anwendung von DC-basierten Vakzinen als Alternative oder Ergänzung zu etablierten 
Tumortherapien wird in klinischen Studien erprobt. Abbildung 33 zeigt eine Auswahl klini-
scher DC-Vakzine-Studien an verschiedenen Tumoren. 
Tumor Autoren 
B-Lymphom (Hsu et al. 1996; Timmerman et al. 2002) 
CML (bcr-abl) (Takahashi et al. 2003) 
GI-Tumoren (CEA) (Matsuda et al. 2004; Ueda et al. 2004) 
GI-Tumoren (MAGE-3) (Sadanaga et al. 2001) 
Glioblastom (Yu et al. 2001) 
Malignes Melanom (Nestle et al. 1998; Banchereau et al. 2001; Lau et al. 2001) 
Mammakarzinom (p53) (Svane et al. 2004) 
Multiples Myelom (Reichardt and Brossart 2004) 
Nierenzellkarzinom (Holtl et al. 1999) 
Prostatakarzinom (Murphy et al. 1999; Burch et al. 2000; Lodge et al. 2000; Fong et 
al. 2001) 
Zervikale Tumoren (Ferrara et al. 2003) 
Abbildung 33: Zusammenstellung klinischer Studien zu DC-basierter Vakzinierung.  
 
Bei genauer Durchsicht der verschiedenen klinischen Studien zeigt sich, dass nur in Einzel-
fällen eine partielle Regression von Tumoren zu beobachten ist. Ein tieferes Verständnis 
der Wirkung von DC und eine genaue vergleichende Evaluation der Studienergebnisse und 
der Studienprotokolle ist notwendig.  
4.6.1 Probleme der Therapie mit dendritischen Zellen 
Das wesentliche Problem humaner Studien ist die mangelnde Vergleichbarkeit. Weder DC-
Präparation noch Vakzinierungsprotokolle sind standardisiert. Es werden unterschiedliche 
Methoden des immunologischen Monitoring verwendet, des weiteren auch unterschiedli-
che, oft zu weiche Kriterien für die Bestimmung der clinical response (Nestle 2000; Cranmer 
et al. 2004). Die Determinierung der optimalen Zelldosis, der Verwendung reifer oder un-
reifer DC, der optimalen Antigenpräparation, der optimalen Anwendungsroute und des 
optimalen immunologische Monitoring stehen noch aus. Außerdem sind auch Schwierig-
keiten zu überwinden, die der Tumor dem Immunsystem durch Escape-Mechanismen bie-
tet.  
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Diese Escape-Mechanismen stellen ein persistentes Problem bei jeder Art antitumoraler 
Immuntherapie dar. Von Tumorzellen sezernierte Substanzen können DC in ihrer Funk-
tionalität und Reifung behindern: Tumorzell-Überstand (Kiertscher et al. 2000), VEGF 
(Gabrilovich et al. 1996), IL-10 (Chaux et al. 1996; Enk et al. 1997; Nestle et al. 1997; Troy 
et al. 1998), PSA aus Prostatakarzinomen (Aalamian et al. 2003), Bombesin-like Peptide 
(Makarenkova et al. 2003), COX-2 und Prostaglandine (Pockaj et al. 2004). 
Da Tumoren auf vielfältige Weise das Immunsystem beeinträchtigen können, bietet die 
chirurgische Entfernung des Primärtumors - auch bei bereits vorhandenen Metastasen - 
eine gute Basis. Es scheint, dass dadurch wichtige immunologische Funktionen, wie z.B. 
die T-Zell-Antwort, verbessert werden können (Danna et al. 2004). 
Bei jeder Form von Immuntherapie befürchtet man die Aktivierung des Immunsystems 
nicht nur gegen das gewünschte Antigen, sondern auch gegen körpereigene Antigene. Die-
se Art der Nebenwirkung ist auch bei DC-basierter Vakzinierung möglich, jedoch in dieser 
Arbeit nicht beobachtet worden. Einige Arbeiten konnten Autoimmunreaktionen in Mäu-
sen beschreiben (Ludewig et al. 2000; Jones et al. 2002), bei Menschen wurde eine Melano-
zytendestruktion (Vitiligo) durch eine Melanomvakzine beobachtet (Yee et al. 2000), weite-
re mögliche Nebenwirkungen umfassen die Bildung antinukleärer Antikörper (ANA) und 
antithyreoidaler Antikörper sowie anaphylaktische Reaktionen (Nestle et al. 2001). Derarti-
ge Reaktionen treten extrem selten auf. In den bisherigen klinischen Studien konnte keine 
maximale Immunstimulation erzielt werden, so dass mit einer erhöhten Wirkung auch mit 
mehr Nebenwirkungen zu rechnen sein könnte.  
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4.6.2 Ausblick 
DC-basierte Tumorvakzinierung könnte auch in Zukunft eine große Rolle spielen. Dabei 
bieten sich ausgehend von den durchgeführten Studien Verbesserungsmöglichkeiten an: 
Kombinationen DC-basierter Vakzinierung mit Adjuvantien in vivo zeigten in Tierversu-
chen gute Ergebnisse, so die Kombination mit systemischem CpG-ODN (Heckelsmiller et 
al. 2002; Heckelsmiller et al. 2002) oder IL-12 (Silla et al. 1999; Tatsumi et al. 2001).  
Betrachtet man die DC-basierte Vakzinierung als Teil der etablierten Tumortherapie, so 
sind Interaktionen zu bedenken: eine zusätzliche Bestrahlung des Tumors kann sich positiv 
auswirken, da dadurch eine proinflammatorische Umgebung geschaffen wird; vermehrt 
ausgeschüttetes IFN-γ etwa unterstützt die T-Zell-Antwort (Ganss et al. 2002). Vorsicht ist 
jedoch mit immunsuppressiven Therapeutika geboten, so behindern Steroide die Reifung 
und Funktionalität von DC, was beim Einsatz von Calcineurin-Inhibitoren nicht zu beo-
bachten ist (Woltman et al. 2000). Ifosfamid führt ebenfalls - durch Depletion von intrazel-
lulärem Glutathion - zu reduzierter DC-Funktion (Kuppner et al. 2003). Hier zeigt sich, 
dass DC-basierte Vakzinierung im Zusammenhang mit zusätzlich angewandten Therapie-
schemata gesehen werden muss.  
Darüber hinaus bieten sich DC-basierte Vakzinestrategien nicht nur in der Tumortherapie 
an; auch bei infektiösen Erkrankungen verspricht das Konzept erfolgreiche alternative Be-
handlungsmethoden, z.B. im Bereich der HIV-Therapie (Brown et al. 2003; Lu et al. 2003) 
Wichtig scheint auch, im Licht oben beschriebenen Einflusses des Reifegrades der DC auf 
die antitumorale Potenz, eine sorgfältige Korrelation der in vivo gewonnenen Daten mit 
den Ergebnissen in vitro. 
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4.7 Zukunft von CpG-ODN in der Immuntherapie 
CpG-ODN haben in ihrem Einsatz als Immunmodulatoren ein immenses Potential. Nicht 
nur als Stimulus in vitro von Nutzen, können sie auch problemlos in vivo eingesetzt wer-
den, wobei sie nicht nur im Feld der Tumortherapie, sondern auch als Adjuvans z.B. bei 
infektiösen Erkrankungen bereits erfolgreich bei Primaten getestet werden.  
4.7.1 CpG als Adjuvans bei Infektionen 
Als potentes Adjuvans zur Vakzinierung gegen Hepatitis B bei Mäusen (Davis et al. 1998) 
und Orang Utans (Davis et al. 2000) wurden CpG-ODN erfolgreich eingesetzt; in einer 
Phase-I-Studie am Menschen zeigte sich diese Kombination als immunogen und gut ver-
träglich (Halperin et al. 2003). Auch bei der Entwicklung einer Malaria-Vakzine können 
CpG-ODN möglicherweise als sinnvolles Adjuvans eingesetzt werden (Su et al. 2003; Co-
ban et al. 2004; Kumar et al. 2004), ebenso wie bei der Vakzinierung gegen Toxoplasmose 
(Spencer et al. 2004). Bei der klassischen Th2-Infektion der Leishmaniose können CpG-
ODN zu einem Switch der Immunantwort zu Th1 führen (Zimmermann et al. 1998; Men-
dez et al. 2003); das gleiche Phänomen des Th2- zu Th1-Switch kann bei Asthma bronchia-
le von Nutzen sein (Kline et al. 1998). Behandlung mit CpG-ODN kann Mäuse vor einer 
nachfolgenden Infektion mit intrazellulären Bakterien schützen (Elkins et al. 1999). Auch 
im Fall einer Infektion mit Herpes-simplex-Virus führten CpG-ODN nach Verabreichung 
zusammen mit Antigen zu einer antigenspezifischen T-Zell-Antwort (Gierynska et al. 
2002). Bei einer HIV-Infektion wurde nach Behandlung mit CpG-ODN beobachtet, dass 
die Replikation von HIV reaktiviert wird, was latente Reservoirs des HI-Virus im Körper 
einer Therapie leichter zugänglich machen könnte  (Scheller et al. 2004). 
Nicht nur in der Tumortherapie, sondern auch bei infektiösen Erkrankungen bzw. bei der 
Entwicklung effizienter Vakzinen könnten also CpG-ODN eine große Rolle spielen. 
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4.7.2 CpG als Adjuvans bei Tumoren 
BCG als historisches Adjuvans und "Vorläufer" der CpG-ODN hat in Studien beim Bla-
senkarzinom (Alexandroff et al. 1999) oder Kolonkarzinom (Vermorken et al. 1999) Wirk-
samkeit bewiesen, jedoch zeigen Patienten in fortgeschrittenem Stadium schlechtes An-
sprechen auf die BCG-Therapie. Hier bieten sich CpG-ODN als mögliche bessere Alterna-
tive an (Weiner et al. 1997; Davis et al. 1998). Studien in vitro zeigten, dass BCG - anders 
als CpG-ODN - keine reine Th1-Antwort induzieren, sondern die Immunantwort durch 
gleichzeitige Induktion von IL-12 und IL-10 eine Mischung aus Th1 und Th2 darstellt 
(Atkins et al. 2003).  
CpG-ODN stimulieren dabei nicht nur DC, sondern wirken auch indirekt auf T-Zellen 
und B-Zellen (Krieg et al. 1995; Krieg 1999; Hartmann and Krieg 2000), so dass sie umfas-
send in das Immunsystem eingreifen und zu einer potenten, Th1-basierten Immunantwort 
führen können.  
Mehrere Studien zeigen, dass CpG-ODN in vivo zu einer effizienten antitumoralen Im-
munantwort führen können: z.B. bei murinem Neuroblastom (Carpentier et al. 1999), mu-
rinem intrakranielles Gliom (Carpentier et al. 2000), muriner B-CLL (Decker et al. 2000) 
oder muriner Leukämie (Blazar et al. 2001). Dabei wurden CpG-ODN auch in der Tumor-
therapie nicht nur als Einzelsubstanz, sondern auch als Adjuvans z.B. zu einer Vakzine mit 
synthetischen Tumorpeptiden (Davila and Celis 2000; Chen et al. 2004) oder zu einem mo-
noklonalen Antikörper bei murinem Lymphom (Wooldridge et al. 1997) verwendet. Der-
zeit werden CpG-ODN in Phase I-/II-Studien am Menschen getestet, z.B. bei Non-
Hodgkin-Lymphom oder Malignem Melanom (Paul 2003). 
Ist - etwa durch Tumor-Escapemechanismen - eine T-Zell-Toleranz etabliert, kann persi-
stente TLR-Aktivierung dennoch zu einer Immunantwort führen (Yang et al. 2004). In 
diesem Zusammenhang könnten sich CpG-ODN als benefitär erweisen. Ebenso kann eine 
intratumorale Injektion von CpG-ODN die Immunogenität eines Tumors fördern 
(Lonsdorf et al. 2003).   
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4.7.3 Probleme der Therapie mit CpG-ODN 
Die vorliegende Arbeit befasst sich lediglich mit der Wirkung von CpG-ODN in vitro. 
Doch gerade wegen der immer größer werdenden Bedeutung der systemischen Anwen-
dung von CpG-ODN ist die Frage nach eventuellen Nebenwirkungen wichtig. Hierbei 
finden sich in der Literatur Hinweise darauf, dass die systemische Anwendung von CpG-
ODN wenig systemische Nebenwirkungen zeigt (Lipford et al. 1997; Krieg et al. 1999). 
CpG-ODN führen in vivo zu einer sehr geringen Induktion von TNF-α (Hartmann and 
Krieg 1999). In Tierversuchen wurde nach Injektion von CpG-ODN teils eine lokale 
Lymphadenopathie (Lipford et al. 2000) bzw. eine Splenomegalie (Storni et al. 2004) beo-
bachtet. Die tägliche Gabe von CpG-ODN führte in einer anderen Arbeit nach einer Wo-
che zur Zerstörung der Struktur der Lymphfollikel, zur Inhibierung follikulärer DC und B-
Zellen des Keimzentrums und der humoralen Immunantwort; nach 20 Tagen kam es bei 
den Mäusen zu multifokaler Lebernekrose und hämorrhagischem Aszites (Heikenwalder et 
al. 2004). Die systemische Anwendung von CpG-ODN im humanen System muss also 
trotz wahrscheinlich geringer Toxizität genau überprüft werden; Fragen der Dosierung und 
Anwendungsfrequenz sind dabei zu klären.  Erste Phase-I- und Phase-II-Studien zeigen am 
Menschen eine gute Verträglichkeit der systemischen Anwendung von CpG-ODN 
(Halperin et al. 2003). 
4.7.4 Unterschiede der CpG-ODN 
Grundsätzlich unterscheidet man CpG-A und CpG-B als die beiden großen Gruppen die-
ser ODN. Dabei wirken CpG-A-ODN auf plasmozytoide DC und induzieren die IFN-γ-
Produktion, CpG-B-ODN induzieren demgegenüber nur wenig IFN-γ-Bildung und stimu-
lieren vor allem B-Zellen. Die unterschiedlich stark ausgeprägte Aktivierung verschiedener 
Komponenten des Immunsystems in vivo ist dabei abhängig von den das CG-Motiv flan-
kierenden Basen und vom DNA-Backbone. Durch unterschiedliches Design kann man die 
Wirkung von CpG-ODN beeinflussen, neue Varianten von CpG (CpG-C) können sowohl 
die IFN-γ-Bildung als auch die Stimulation von B-Zellen bewirken (Hartmann et al. 2003). 
Die Testung von CpG-ODN in vitro dient als guter Prädiktor für Wirkung von CpG-
ODN in vivo (Hartmann et al. 2000). 
CpG-ODN können auch durch veränderte pharmakologische Formulierungen für die An-
wendung in der Praxis optimiert werden: So werden durch eine Verpackung von CpG-
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ODN in virus like particles Nebenwirkungen reduziert und Pharmakodynamik wie auch Im-
munogenität im murinen Modell verbessert (Storni et al. 2004). Liposomales CpG wird 
ebenfalls erfolgreich an Mäusen eingesetzt (Ishii et al. 2003).  
Veränderungen der Basenfolge können ebenso zu profunden Veränderungen in der Funk-
tionalität von ODN führen: so wird durch einen base switch von C zu G (GpG) die Th1-
Antwort inhibiert, was einen Einsatz in der Therapie von Autoimmunreaktionen möglich 
erscheinen lässt (Ho et al. 2003).  
4.7.5 Alternative Adjuvantien in der Tumortherapie  
Neben CpG-ODN werden auch andere Adjuvantien in der Tumortherapie erfolgreich 
eingesetzt. In Erprobung sind beispielsweise DETOX bei malignem Melanom (Schultz et 
al. 1995) oder QS21/MPL bei MAGE-3-positiven Tumoren (Vantomme et al. 2004). OK-
432 kann auch als Reifestimulus für DC in vitro verwendet werden, besonders in Kombi-
nation mit Prostaglandin E2 (Sato et al. 2003), bei der systemischen Anwendung beim Ko-
lonkarzinom führt OK-432 zu einer Erhöhung des intratumoralen 5-FU-Spiegels (Amano 
et al. 2000).   
Bei einem Vergleich verschiedener etablierter Adjuvantien (Weeratna et al. 2000) zeigten 
CpG-ODN und MPL eine gemischte Th1-/Th2-Antwort, Freud's complete und incomple-
te Adjuvans, Alum und Titermax Gold eine Th2-basierte Antwort. Bei einer Kombination 
von CpG mit einem zweiten Adjuvans konnte die Induktion einer potenten Th1-Antwort 
beobachtet werden. Dies zeigt eine mögliche Perspektive der CpG-basierten Immunthera-
pie. Auch eine Kombination von CpG-ODN mit Substanzen wie IL-13 (Ishii et al. 2003) 
oder GM-CSF (Liu et al. 1998) kann zur Induktion einer potenteren Immunantwort beitra-
gen. 
CpG-ODN bieten in der Immuntherapie verschiedenster Erkrankungen, gerade auch in 
der Tumortherapie, immense Möglichkeiten, sei es in vitro beispielsweise als Stimulus für 
die DC-Reifung, sei es in vivo als Einzelsubstanz oder als Adjuvans für Vakzinestrategien. 
In der Zukunft wird sich die Bedeutung dieser synthetisch herzustellenden, wenig toxi-
schen Substanz sicher noch vergrößern. 
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5 Zusammenfassung  
Dendritische Zellen (DC) bieten aufgrund ihrer antigenpräsentierenden Funktion und der 
Fähigkeit zur Induktion einer potenten Immunantwort einen äußerst interessanten Ansatz 
in der Immuntherapie von Tumoren.  
Mit zunehmendem Reifegrad der DC zeigen sich Unterschiede in Phänotyp und Funktio-
nalität: Reife DC exprimieren auf ihrer Oberfläche mehr kostimulatorische (CD80, CD86) 
sowie antigenpräsentierende (MHC I, MHC II) Moleküle als unreife DC, sie produzieren 
mehr IL-12, das für die Induktion einer Th1-Immunantwort wesentlich ist, und sie können 
T-Zellen in höherem Ausmaß zur Proliferation anregen.  
Die Generierung und Kultur von DC aus murinen Knochenmarksvorläuferzellen war da-
bei nach unserem optimierten Protokoll sehr effizient möglich.  
In ihrer Eigenschaft als Reifestimuli für DC wurden in dieser Arbeit TNF-α, LPS und 
CpG-ODN 1826 erstmals direkt in vitro miteinander verglichen. Während TNF-α dabei in 
allen Analyse-Assays deutlich unterlegen ist, zeigen sich LPS und CpG-ODN als potente 
Reifestimuli für DC in vitro. Dabei ist CpG-ODN 1826 dem LPS in der Induktion der IL-
12-Produktion sowie auch in der Induktion der T-Zell-Proliferation gerade in geringen 
DC-zu-T-Zell-Verhältnissen überlegen. Dazu ist CpG-ODN 1826 in vivo anwendbar, 
während TNF-α wie auch LPS für die Anwendung in vivo zu toxisch sind. Für unsere 
Vakzinierungsversuche griffen wir daher auf CpG-ODN 1826 als Reifestimulus für DC 
zurück. 
Im Protokoll für die Vakzinierung erwies sich die einfache, dreitägige Kokultur von DC 
mit bestrahlten Tumorzellen als sehr effektive Methode der Antigenbeladung. Die bestrahl-
ten Tumorzellen zeigten dabei keinen inhibierenden Effekt auf die Funktionalität der DC. 
Durch Vakzinierung mit CpG-stimulierten und mit bestrahlten Tumorzellen kokultivierten 
DC konnte in vivo eine prophylaktische Tumorprotektion bei 60% der Versuchstiere er-
reicht werden, im therapeutischen Ansatz konnten 40% der Tiere von bereits etablierten 
Tumoren geheilt werden. Das Tumorwachstum bei den restlichen vakzinierten Tieren 
wurde gehemmt; in den Versuchstieren der Kontrollgruppen zeigte sich ein einheitlich 
aggressives Tumorwachstum, das zum Tod der Tiere an Tag 20 bis 25 führte. 
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Die durch die DC-basierte Vakzinierung nach diesem Protokoll hervorgerufene Immun-
antwort zeigte sich als systemisch wirksam auch bei tumorferner Vakzinierung. Darüber 
hinaus erwiesen sich einmalig vakzinierte, tumorfrei gebliebene Tiere auch über einen lan-
gen Zeitraum von 15 Wochen als resistent gegenüber weiterer Challenge mit Tumorzellen, 
was die Induktion eines immunologischen Gedächtnisses durch die DC-basierte Vakzinie-
rung belegt. Die erzielte Immunität war dabei jedoch spezifisch gegen die Tumorzellen der 
Kokultur wirksam, Tumorzellen eines anderen Karzinoms wuchsen in vakzinierten Tieren 
ungehindert; eine unspezifische Immunstimulation durch die DC-basierte Vakzinierung 
nach unserem Protokoll konnte also ausgeschlossen werden. 
Durch die Etablierung eines Kolonkarzinom-Modells in einem weiteren Mausstamm konn-
te in dieser Arbeit die Effizienz der DC-basierten Vakzinierung in zwei Mausstämmen di-
rekt verglichen werden. Erstmals konnte dabei ein möglicher Einfluss der DC-
Eigenschaften auf den Vakzinierungserfolg gezeigt werden: Je dichter die Expression anti-
genpräsentierender Moleküle auf der Zelloberfläche der DC ist, umso effektiver scheint die 
Antigenpräsentation und damit die Induktion einer potenten antitumoralen Immunantwort 
möglich zu sein. Die Dichte kostimulatorischer Moleküle scheint dabei hingegen eine un-
tergeordnete Rolle zu spielen. Durch Stimulierung der DC mit CpG-ODN ist eine Erhö-
hung der Dichte antigenpräsentierender Moleküle erreichbar. 
Die genannten Erkenntnisse aus dieser Arbeit bieten wertvolle Hinweise für die Entwick-
lung effektiverer Vakzinierungsprotokolle für klinische Studien. Das verbesserte Verständ-
nis der DC-Funktionalität ist ein wichtiger Schritt auf dem Weg zu einer effektiven, DC-
basierte Vakzinestrategie am Menschen. 
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6 Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen 
AC/DC Acceleration/deceleration (Beschleunigung/Verzögerung der Zentrifuge) 
APC Antigen presenting cells  
BALB/c Bagg albino/c (Albinomaus mit eingeschränkter Th1-Antwort) 
BCG Bacille Calmette-Guérin 
CD Cluster of differentiation 
Ci Curie (Einheit) 
COX Cyclooxygenase 
CpG Cytidin Phosphat Guanosin 
CTL Cytotoxic T cells 
Da Dalton (Einheit) 
DC Dendritische Zelle 
DNA Desoxyribonucleic acid 
ds Doppelstrang 
EDTA Ethylen-Diamin-Tetraessigsäure  
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay  
FCS Fetales Kälberserum 
FITC Fluoreszein-Isothiozyanat 
FU Fluoro-Uracil 
GM-CSF Granulocyte macrophage-colony stimulating factor 
HBSS Hank's balanced salt solution 
I.E. Internationale Einheiten  
IFN Interferon 
IgG Immunglobulin G 
IL Interleukin  
k Kilo 
LPS Lipopolysaccharid 
MFI Mean fluorescence intensity 
mGM-CSF Murine Granulocyte macrophage-colony stimulating factor 
MHC Major histocompatibility complex 
MLR Mixed lymphocyte reaction 
NK-Zellen Natürliche Killerzellen 
ODN Oligodesoxynukleotid 
PBS Phosphate-Buffered Saline 
PE Phycoerythrin 
RNA Ribonucleic acid  
RPE Phycoerythrin aus Porphydium cruentum 
RT Raumtemperatur 
s.c. Subcutan 
TE-Puffer Tris-Hydrochlorid EDTA Puffer 
TLR Toll like receptor 
TNF Tumor-Nekrose-Faktor 
U Units (Einheiten) 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
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